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1.1. INTRODUCCION A LOS ESTUDIOS NEUROBIOLOGICOS DEL
APRENDIZAJE Y LA MEMORIA

La memoria es una funcion cognitiva gracias a la cua mantenemos los conocimientos adquiridos
gue pueden recordarse posteriormente. El aprendizgje es un proceso continuo, en e que intervienen
factores internos y externos, que consiste en la adquisicion de conocimientos que permiten a individuo
adaptarse mgjor a medio ambiente (Klauer y cols, 2000). Por tanto, ambos procesos (aprendizaje y
memoria) estén estrechamente interrelacionados, ya que para que se produzca memoria debe haberse
gprendido previamente la informacion.

Para entender ambos conceptos, también es necesario definir e concepto de plasticidad sinaptica,
gue fue introducido por Hebb (1949), y que se define como la capacidad de que se produzcan cambios
plasticos en las singpsis (reemplazadas, decrecidas o incrementadas) ante determinados estimulos
ambientales (Hebb, 1976).

Por otra parte, los mecanismos cerebrales implicados en la organizacién de las funciones
cognitivas, incluidos los procesos de aprendizaje y memoria, son procesos dinamicos y complgos, que
implican cambios en € patrén de conectividad sindptica (Wood y cols, 2001). Por tanto, existe un
cierto consenso en considerar que las memorias se almacenan como consecuencia de cambios en los
patrones de actividad neural en las sinapsis Fletcher y cols, 1996). De especia relevancia en €
contexto de esta Tesis, son los halazgos que indican que diversos factores, entre los que destaca la
carga emociond de la informacion y la experiencia previa, determinarén la fuerza con la que la
informacion es adquirida y consolidada a largo plazo (McGaugh y Cahil, 1997; Cahil y cols, 2001).
Asi, se ha propuesto que la fuerza con la que la informacion es almacenada sera mayor en situaciones

gue lleven implicito un fuerte componente emociona (Cahil y McGaugh, 1996; Sandi, 1998).

Fases de la memoria

A grandes rasgos, se distinguen tres fases de la memoria, que se denominan memoria a corto
plazo, memoria intermedia 0 a medio plazo, y memoria a brgo plazo. La memoria a corto plazo, es
l&bil y retiene la informacion de manera temporal, mientras que la memoria intermedia, retiene la
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informacion horas después del aprendizgje, sendo la memoria a largo plazo mucho mas estable, y
persistente (Izquierdo y cols, 1999; Medinay cols, 1999). No obstante, y a pesar de las controversias
existentes sobre la interaccion secuencial y consecutiva de las tres fases, se podria concluir a “grosso
modo” que cuaquier informacion que se amacene alargo plazo, debe a macenarse previamente a corto
y medio plazo antes (Squire y cols, 1993; Zola-Morgan y Squire, 1993).

Consolidacién de la memoria

El concepto de consolidacion es clave para entender |os procesos de formacion de lamemoriaa
largo plazo (Nader y cols, 2000). Hace referencia a los procesos neurobiol 6gicos que se producen
desde d momento en que se inicia € aprendizaje hasta que la informacion se establece en un amacén
pesigente de informacion (Cahill y McGaugh, 1996; Eichenbaum, 1997). Se considera que la
estabilizacion de los circuitos neurales que median determinados tipos de memoria es un proceso
relativamente lento, y quizés, susceptible de ser modificado en funcion de la vulnerabilidad con la que
se gprendio lainformacion (McGaugh 1999, 2000b).

De hecho, se sabe que en los primeros minutos posteriores a la situacion de aprendizgje, la
memoria es més susceptible de ser interferida mediante tratamientos farmacol 6gicos (McGaugh, 1989,
McGaugh y lzquierdo, 2000a). Asi, una gran variedad de agentes, de accion central y periférica,
pueden modular la formacién de la memoria en una fase post-entrenamiento, entre |os que destacan la
b-endorfina (Riga y cols, 1986), los glucocorticoides (Castellano y Pluglis-Allegra, 1983), ACTH,
adrendina y noradrenalina (Cahill y McGaugh, 1996) y la serotonina (Kruglikov y cols, 1991) entre
otras moléculas.

1.2. Modelos de aprendizaje en paradigmas conductuales de aprendizaje y

memoria

El estudio de los mecanismos neurales implicados en la formacion de la memoria se ha evaluado
en animales, utilizando diferentes paradigmas conductuales in vivo. En invertebrados, se han estudiado
como modelo de aprendizaje y memoria, diversos procesos conductuales asociados a la retirada de la

branquia del molusco Aplysia californica (Carew y Sahley, 1986), y que se ha utilizado para d estudio



de los cambios singpticos que acontecen durante la memoria a corto y a largo plazo (Bailey y cols,
1992). Otro modelo muy utilizado en invertebrados es la capacidad que presenta Drosophila
melanogaster para discriminar olores, y adquirir aprendizgjes de tipo asociativo (Duda y cols, 1976;
Tully y cols, 1994). En vertebrados, los modelos conductuales utilizados son mas compleos. A
continuacion, se describen, fundamentalmente, los mas utilizados en roedores con relevancia para €
presente trabgjo.

Modelo de condicionamiento del miedo al contexto

Este paradigma conductua ha sido ampliamente utilizado en esta Tesis. El condicionamiento del
miedo a contexto constituye uno de los modelos animales mas representativos en @ estudio de la
funcion hipocampal (LeDoux, 2000). Se basa en € condicionamiento clésico desarrollado por Paviov
en 1927, en d que s un edtimulo condicionado neutro se presenta junto con un estimulo
incondicionado, € estimulo neutro adquiere caracteristicas de estimulo incondicionado (incluso en
ausencia del estimulo neutro) una vez se ha producido @ condicionamiento. Es decir, cuando se
establece d condicionamiento del miedo (apareamiento de estimulo condicionado e incondicionado), €
estimulo neutro (estimulo condicionado) es capaz de inducir respuestas condicionadas de tipo
fisolégico y conductua, que normalmente se producirian en presencia del estimulo.

Por tanto, e condicionamiento del miedo consiste en la asociacion de un estimulo incondicionado
especifico (descargas eléctricas) que produce miedo en € animd, junto con un estimulo neutro
(contexto); de ta manera que una vez que € anima adquiere € condicionamiento en la fase de
entrenamiento, cuando sea reexpuesto a contexto en que fue entrenado (sin estimulo incondicionado,
es decir, sin recibir descargas eléctricas) e estimulo neutro (contexto), por si solo es capaz de generar
la misma respuesta de miedo que generaria @ estimulo incondicionado, adquiriendo la propiedad de un
estimulo condicionado. En este caso, se produce una respuesta tipica de congelamiento o de
inmovilidad conductud, y que consste en la inmovilizacion generd del cuerpo, exceptuando los
movimientos necesarios para la respiracion (Fanselow, 1980; Rudy, 1993). Ademas, se producen una
serie de respuestas autondmicas condicionadas como e aumento de latasa cardiaca, y la activacion del
ge HHA, entre otras (LeDoux, 2000).
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Aprendizaje espacial en el laberinto acuatico de Morris

Este paradigma conductual, que constituye un test de aprendizaje espacial dependiente de
hipocampo, es muy utilizado para d estudio de las bases neurobiol 6gicas de la memoria (Morrisy cals,
1982). Se trata de un test en el que las ratas tienen que aprender a encontrar una plataforma sumergida
cuando se las introduce en una piscina circular de determinadas dimensiones (ver apartado 3.3.3.1 de
materiaes y métodos).

En dicho test cuando los animales se introducen en la piscina tienen que aprender a orientarse
mediante claves espaciales, que se locdizan en € entorno de la misma. En cada experimento, se
incluyen normalmente varios ensayos, distribuidos en digtintas sesiones de agprendizaje, y que a
menudo se suelen redlizar en dias consecutivos. En nuestros estudios, e parametro conductua a
evaluar fue la latencia -o tiempo que tardan las ratas en encontrar la plataforma-, a lo largo de los
diferentes ensayos de cada sesion. Asi, en e entrenamiento se observa una curva progresiva de
aprendizaje, que se caracteriza por latencias progresivamente menores (D 'Hooge y Deyn, 2001).

Modelo de evitacion pasiva

El modelo de evitacion pasiva suele redizarse colocando a los animaes sobre una plataforma
iluminada que da acceso a un compartimento cerrado y oscuro. Dada la natural preferencia de la rata
por la oscuridad, cruza rgpidamente al compartimento oscuro. En dicho momento, se cierra la puerta
entre ambos compartimentos, y la rata recibe un choque eéctrico de intensidad variable (estimulo
incondicionado). En € futuro (test de retencion), los animales tardardn mas tiempo en entrar en €
compartimento oscuro (latencia). Se considera, por tanto, la latencia a entrar en dicho compartimento

como indice de la memoria adquirida.
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1.3. Areas del lébulo temporal medial implicadas en procesos de aprendizaje

y memoria

El [6bulo tempora medial estd congtituido por varias regiones entre las que destacan la
formacion hipocampa y la amigdaa (Squire y Zola-Morgan, 1991, 1996), que han sido implicadas en
los procesos de aprendizaje y memoria (Alvarez y Squire, 1994). A continuacion, se describen
someramente las implicaciones del hipocampo y de la amigdala en la neurobiologia de la memoria,
haciendo especia hincapié en su participacion en € paradigma conductual del condicionamiento del
miedo a contexto.

Papel del hipocampo en procesos de aprendizaje y memoria

Existe bastante controversia en la literatura sobre la funcién del hipocampo en los procesos de
aprendizaje y memoria (Eichenbaum, 1999; Anagnostaras y cols, 2001). Algunos autores consideran
gue e hipocampo congtituye un almacén trangtorio en la formacion de la memoria (Eichenbaum vy
cols, 1996). Aunque participa, junto con otras areas cerebrales, tanto en € amacenamiento como la
recuperacion de la memoria, una vez ha tenido lugar la consolidacién de la memoriay con € paso del
tiempo, la informacién puede ser recuperada mediante la participacion de circuitos sensoridesy
corticales, sin que se requiera la participacion del hipocampo (Tulving y Markowitsch, 1997).

Mediante estudios de lesones en ratas, se ha puesto de manifiesto que & hipocampo
desempefia un papel importante tanto en la representacion espacial de contextos (Winocur y cols, 1987;
Penick y Solomon, 1991; Maren y Holt, 2000) -desempefiando un papel importante en € test de
condicionamiento del miedo a contexto (Rudy y O'Rellly, 1999), como de mapas cognitivos (Shapiro
y Eichenbaum, 1999). Ademas, también puede sustentar € procesamiento de informacién de caracter
no espacial (Walenstein y cols, 1999) y de tipo semantico (Lepage y cols, 2000).

Se ha visto que lesiones en € hipocampo de rata, previas ad entrenamiento en e modelo de
condicionamiento @& miedo, impiden dicho condicionamiento cuando € estimulo condicionado es €
contexto (Phillipsy LeDoux, 1994; Maren y cols, 1997; Maren, 1999), pero dejan intacta la capacidad
de condicionamiento del miedo a un estimulo sensoria (un sonido, por gemplo) (LeDoux, 1992). Se
ha sugerido que, cuando d estimulo condicionado es € contexto, € hipocampo forma una



representacion de los elementos del contexto y envia proyecciones a los nlcleos basal y basal accesorio
de la amigdala. Estos nucleos, a su vez, poyectan a nicleo centra de la amigala, & cual, mediante
conexiones con € tronco encefdlico y e hipotdamo, generard respuestas de miedo condicionado
(Fendt y Fanselow, 1999; LeDoux, 2000).

Implicaciones de la amigdala en la formacion de la memoria

La amigdala esta congtituida por 13 nucleos heterogéneos, situados en € I6bulo tempora
media. El nicleo basolatera comprende los nucleos lateraes, basolateraes, basd mediad y basa
accesorio, mientras que € nucleo centra esta constituido por € complgo periamigdaoide, € nicleo
media y € cortica (Lanuzay cols, 1999). Dichos nlcleos se interrelacionan entre s, y también con la
formacion hipocampal, con la corteza cerebral y con estructuras diencefélicas, como € tdamo y €
hipotélamo (Canteras y cols, 1992). Por tanto, la amigdala puede influir la actividad neural en otras
areas cerebrales en los procesos de aprendizaje y memoria (McGaugh y cols, 1996). Por otra parte, la
amigdala puede recibir informacion sensoria altamente procesada, ya que actla como integrador de
estimulos complgos con un sgnificado emociona (Cahill y cols, 1995), aunque también procesa
informacion sensorial sin necesidad de que se produzca un procesamiento cognitivo cortical (LeDoux,
2000).

Se ha implicado a la amigdala en la adquisicion, y consolidacion de memorias, especia mente
las memorias de miedo (Phillips y Le Doux, 1992; Cahil y cols, 1999, 2000), asi como en la
consolidacién de memorias declarativas, cuando la informacion contiene una considerable carga
emociona (Cahill y cols, 1995). No obstante, actuamente, existe bastante controversia sobre s gerce
un papel modulador sobre € amacenamiento de la informacion en otras areas cerebrales o bien, en si
puede constituir un érea donde se amacena la memoria (Le Doux, 2000). Estudios de lesiones, de
estimulacion eléctrica o € empleo de antagonistas de neurotransmisores, han puesto de manifiesto que
la inhibicion del funcionamiento de la amigdaa, reduce la fuerza con la que se forman las memorias
(Roozendaal y McGaugh, 1997a), pero no impide su formacion en determinados test conductuales.

La amigdala desempariia un papel importante en la memoria implicita, y particularmente en €
condicionamiento del miedo a contexto (Maren y Fanselow, 1996; Helmgtetter, 1992). Asi, lesionesen
el nucleo central de la amigdala impiden € condicionamiento del miedo, independientemente del tipo

de estimulo condicionado (bien sea € contexto 0 un sonido) (LeDoux, 2000). Dado que existen
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proyecciones directas del hipocampo a la amigdala, agunos autores proponen la interaccidn conjunta
de ambas regiones en € condicionamiento del miedo (Selden y cols, 1991), mientras que otros
postulan un papel independiente de ambas en dicho paradigma conductua (Phillipsy Le Doux, 1992).

1.4. Memoria vy plasticidad neural

Hebb postuld, en 1949, que durante los procesos de formacion de la memoria se producen
cambios en € patrén de conectividad sindptica, que determinarén la fuerza con la que se aimacena la
informacion a largo plazo. Estudios de microscopia electronica, realizados posteriormente, han
confirmado la existencia de nuevas singpsis excitatorias en asociacion con procesos de aprendizaje y

memoria (Andersen y Soleng, 1998).

Modelo de la LTP (Potenciacién a largo plazo)

Bliss y Lomo (1973) desarrollaron un modelo dectrofisiolégico que gemplificaba in vivo™ los
criterios de plasticidad sinaptica que Hebb hipotetiz6 para explicar los procesos de aprendizaje y
memoria (Bliss y Lomo, 1973). Estos autores, demostraron que la administracion de estimulos
eléctricos breves de ata frecuencia, en una de las vias del hipocampo —via de la fibra perforante-,
producia un aumento de la fuerza singptica en dicha via, que denominaron potenciacion a largo plazo
0 LTP, que ha sido especidmente estudiada en & hipocampo (Bliss y Collingridge, 1993; Bennett,
2000), aungue también se puede inducir en otras areas cerebraes (Kimy cols, 2001).

Existen varias smilitudes entre los mecanismos celulares que acontecen en laLTP y los que se
dan a nivel neural en ratas entrenadas en diversos paradigmas conductuaes de aprendizgje y memoria
(Maren y Braudry, 1995). Recientemente, Martin y cols. (2000) han propuesto que la LTP podria
considerare como un mecanismo idéneo para explicar la codificacion y € amacenamiento de las
"huellas inicides de memoria’ en las fases inicides de la consolidacion de la memoria (Eichenbaum y
cols, 1996), pero no en los procesos de recuerdo o recuperacion de la informacion (Martin y cols,
2000).
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Mecanismos celulares implicados en los procesos de aprendizaje y

memoria

Como consecuencia del aprendizgje, se produce la activacion transitoria de una serie de
sndpsis, que da lugar a un conjunto de eventos bioquimicos, que producen cambios en la conectividad
singptica. Una revision exhaugtiva de dichos procesos excede, con mucho, € marco de esta Tesis, por
lo que nos limitaremos, en este subapartado, a sefidar las lineas generdes mas estudiadas en los
ultimos afios, tanto en relacion a diversos modelos de aprendizaje, como delaLTP.

Asi, se sabe que entre los mecanismos principales se encuentran: la liberacion de glutamato,
junto con la activacion de los receptores de NMDA, € influjo de Ca’* en la neurona postsinéptica, la
activacion de cascadas de enzimas quinasas (Izquierdo y Meding, 1997; Vianna, y cols, 2000), asi
como la de determinados factores de transcripcion inducibles y condtituibles (CREB) (Yin y Tully,
1996; Violay cols, 2000).

Por otra parte, durante la adquisicion y consolidacion de la memoria se requiere la sintesis de
proteinas, entre ellas las glicoproteinas denominadas moléculas de adhesion celular neural, que
desempefian un importante papel en la adquisicion y consolidacion de la informacion en procesos de
gprendizaje y memoria (Rose, 1996; Regan, 1998). Dado que dichas proteinas son objeto principd de
estudio en esta Tesis, a continuacién dedicamos un tratamiento especia al papel de éstas moléculas de
adhesion celular en € sitema nervioso, resefiando de forma especia sus implicaciones en los procesos

de aprendizgje y memoria

1.5. MOLECULAS DE ADHESION CELULAR NEURAL

1.5.1. Clasificacion de las moléculas de adhesién celular neural

Las moléculas de adhesion celular neural se clasifican, de forma generd, en varias familias
(Uyemura y cols, 1996), segin sus similitudes estructurdes y funcionaes en: (i) familia de las
superinmunoglobulinas, entre las que destacan la molécula de adhesion ceular neurd NCAM
(Linnemand y Bock, 1989), y d antigeno L1 (Bock y cols, 1985), (ii) la familia de las cadherinas
(Redies, 2000) (iii) la familia de las integrinas (Reichardt y cols, 1989), y (iv) la familia de las
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selectinas (Yee y cols, 1999). A continuacion, se presenta una clasificacion esquemdtica de las

moléculas de adhesion celular en & sistema nervioso.

1/ Familias de las Superinmunoglobulinas:

1A/ Qubclases de NCAM: 1B/ Subclases de L1:

NCAM (D2) L1 (G4, NILE)

Fascilinall Contactina

MAG NgCAM
Nr-CAM
Ng-NCAM
F3 (F11)
TAG1

Neuroglianina

2. Familia de las cadherinas:

N-Cadherina
P-Cadherina.
V-Cadherina
3. Otras familias:
Selectinas.
(Adaptado de Edelman y Crossin, 1991).

1.5.2. Molécula de adhesién celular neural, NCAM

1.5.2.1. Regulacién de la expresion génica de NCAM

NCAM es la molécula de adhesiéon celular mas estudiada en procesos de reconocimiento celular.
Esta glicoproteing, perteneciente a la familia de las superinmunoglobulinas, fue originariamente
denominada con € término D2 en rata (Jorgensen y cols, 1977; Lyles y cols, 1984), NS4 0 BSP-2 en
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ratén (Goridis y cols, 1978) y, posteriormente, con la denominacién de molécula de adhesion celular
neurd —NCAM- (Bock y cols, 1987). El gen de NCAM mapea en € cromosoma 9 en raton
(D Eustachio y cols, 1985), mientras que en humanos se sitdia en la banda g23 del cromosoma 11
(Nguyen y cols, 1986). NCAM esté sujeta a varias modificaciones post-traduccionales (para revision
consultar Krog y Bock, 1992). Por otro lado, la eficacia de la transcripcion génica de NCAM est4
controlada por unaregion 5 del promotor del gen (Chen 'y cols, 1990). La regulacién transcripcional es
responsable de los cambios cuantitativos de la expresion de NCAM, mientras que € splicing
alternativo contribuye a las variaciones cuditativas, y genera € patron de isoformas de NCAM

(Thompson y cols, 1989).

El gen de NCAM se piensa que es transcrito en un pre-RNA mensgero que, por splicing
dternativo (Murray y cols, 1986), y junto con una combinada poliadenilacion diferencia (Barbas y
cols, 1986), genera las tres isoformas principales de NCAM: de 120, 140 y 180 KDa (para revision
consultar Cunningham y cols, 1987; Smdl y cols, 1988).

Por otra parte, e nimero de exones de NCAM estd mas 0 menos conservado en diferentes especies
animales, de td manera que la insercion de 30 pares de bases (designado como VASE, variable
domain alternatively spliced exon) entre los exones 7 y 8, confiere importantes caracteristicas
funcionales a NCAM (Chen y als, 1994). En neuronas, € exon VASE esta presente en e 50 % de
todos los transcritos que codifican para las tres isoformas de NCAM (Saffell y cols, 1994). Por otro
lado, como veremos mas adelante, las modificaciones post-traduccionales en las moléculas de adhesion
celular neura, especidmente la polisaizacion de NCAM (para revison consultar Regan, 1991),
desempefian un papel importante en la capacidad de adhesion y de plasticidad neura inducida por
NCAM (pararevision consultar Doherty y cols, 1995a), y L1 en € sistema nervioso (Doherty y cals,
1995h).

1.5.2.2. Estructura molecular de NCAM y de sus isoformas

NCAM conga de 5 dominios estructurales de tipo inmunoglobulina y dos dominios fibronectina
tipo 111 repetidos (Brimmendorf y Rathjen, 1995). El dominio extracelular congtituye una estructura
globular compuesta por aproximadamente 70-110 aminoéacidos. Cada dominio inmunoglobulina G
consta de dos laminas b interconectadas por puentes disulfuro entre residuos de cisteina altamente

conservados, que estabilizan los dominios estructurales de NCAM (Hunkapiller y Hood, 1989).



Ta como se resefio en e apartado anterior, NCAM tiene varias isoformas (NCAM 120, 140y 180
Kda) (Gegdashvili y cols, 1993; Olsen y cols, 1993, Kramer y cols, 1997), generadas por splicing
aternativo de un Unico gen (Wash, 1989), y que difieren en la longitud de su dominio citoplasmético,
asi como también en € modo de union a la membrana, presentando diferente movilidad en la
membrana (para revison consultar Jacobson y cols, 1997). NCAM 120 carece de un dominio
intracelular y esta anclada a la membrana plasmética a través de glicosiIfosfatidilinositol (GPI) (Ha-
tao y cols, 1987). NCAM 140 contiene un dominio citoplasmético adicional de 30 Kda (Doherty y
cols, 1992), mientras que NCAM 180 tiene € dominio citoplasmético més largo (Barthels y cols,
1988). A diferencia de NCAM 140, muestra una movilidad lateral reducida, debido a que NCAM 180
es capaz de interaccionar con proteinas del citoesqueleto (Probstmeier y cols, 1989), como la
espectrina (Pollerberg y cols, 1987), y ankirina (Davisy cols, 1993). A partir de estas observaciones, se
ha sugerido que NCAM 180 es capaz de estabilizar 1os contactos celulares y modular la comunicacion
de patrones pre- y post-sinapticos en las sindpsis (Persohn 'y Schachner, 1990).

Por otro parte, las glicoproteinas conjugadas en la superficie celular pueden estdn asociadas
formando agrupaciones en localizaciones especificas en la membrana celular (Rusakov y cols, 1995).
Asdi, la formacion de complgos, condtituiria un mecanismo de modificacion funciona rpida, que
permitiria la induccion de cambios en las singpsis a nivel loca mediante diversos patrones de
reorganizacion.

1.5.2.2.1. Estructura y funcion de los diferentes dominios estructurales
de NCAM

A continuacion, se describen brevemente, los determinantes estructurales més importantes en
cada dominio de NCAM, asi como la funcion de los mismos (Baldwin y cols, 1996). Estudios en la
estructura tridimensional de NCAM, mediante técnicas de cristdografia y de resonancia magnética
nuclear (Kasper y cols, 1999, 2000) han puesto de manifieto que € primer dominio puede
interaccionar con € segundo dominio inmunoglobulina de NCAM (Atkins y cols, 1999) y ademés, €
dominio Ig | es capaz de interaccionar con heparina (Nybroe y cols, 1989; Kisdov y cols, 1997). Se ha
descrito que cuando & dominio inmunoglobulina | actlia como sustrato, es capaz de promover la
adhesion de cuerpos neurondes y de modificar la migracion celular en explantes de céulas cerebelares
(Frei y cols, 1992).
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Por otro lado, & dominio Il puede unirse a heparina con una afinidad mayor que la propia
molécula de NCAM completa, debido a que presenta un motivo de unidn a heparina congtituido por
agrupaciones de aminoacidos basicos (Reyes y cols, 1990). Cuando € dominio Ig Il actla como
sustrato, también es capaz de promover la adhesién de cuerpos neuronales, aunque en menor medida

que d dominio | (Frei y cols, 1992).

Existen controversias en la literatura sobre la funcién del tercer dominio estructural, aunque se
le ha implicado en los mecanismos de union homofilica (Rao y cols, 1994, Atkins y cols, 2001).
Ademés, en la regiéon carboxilo terminal existen residuos de serina 'y treonina, sensibles, por tanto, a

modificaciones post-traduccionales por fosforilacion (Sorkin y cols, 1984).

Por otra parte, la presencia del exdon VASE en € cuarto dominio de NCAM, que se localiza
proximo a stio putativo de glucosilacion, congtituye un regulador de las interacciones celulares (Chen
y cols, 1994), y decrece la actividad neuritogénica de NCAM (Lahrtz y cols, 1997), ya que tiene un
efecto reductor sobre la polisiaizacion de NCAM (Arce y cols, 1996). También, se ha identificado un
subdominio que puede ser reconocido por otras CAMs -como L1-, ya que una secuencia consenso de
tipo lectina en e dominio Ig IV parace ser responsable de la interaccion en cis entre NCAM y L1
(Horstkorte y cols, 1993).

La caracteristica mas importante del quinto dominio estructural radica en que se trata del lugar
de unién del &cido polisdico (Finne y cols, 1983), que congtituye la modificacion post-traduccional
més importante de NCAM (ver apartado 1.5.4.1.1). Este tipo de modificacion post-traducciona es
bastante inusua en @ sistema nervioso y confiere a NCAM la capacidad inductora de plasticidad
neura (pararevision consultar Kissy Rougon, 1997).

Por otra parte, los dominios fibronectina de tipo Ill repetidos, confieren a NCAM,
principamente, la capacidad inductora de crecimiento neurona y, en menor medida, de adhesion
celular (Skaladchikova y cols, 1999). Es importante sefidar que se ha identificado un sitio de union
para ATP en dichos dominios (Dzhandzhugazyan y Bock, 1997), que confiere a NCAM una actividad
ATPasica (Dzhandzhugazyan y Bock, 1993).

Desde un punto de vista funciond, las moléculas de adhesion celular desempefian un papel
importante en la histogénesis. Se ha implicado a NCAM en la formacion de axones (Rathjen 'y cols,
1987, 1992; Walsh y Doherty, 1997) y en importantes eventos morfogenéticos durante € desarrollo del
nervioso (para revision consultar Edelman y Jones, 1998).
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1.5.3. Estructura molecular de L1

Como ya se menciond con anterioridad, L1 es otra dicoproteina de membrana perteneciente a la
familia de las superinmunoglobulinas (Sadoul y cols, 1988), sujeta también a splicing (Coutelle y cals,
1998). Edta glicoproteina congta de 6 dominios inmunoglobulina, seguidos de 5 dominios fibronectina
de tipo Il repetidos (Moos y cols, 1988; Holm y cols, 1996) y un corto dominio citotoplasmético de
85-147 aminoé&cidos. Los fragmentos de la parte citoplasmética de L1 se encuentran especialmente
conservados a lo largo de la escaa filogenética, 10 que sugiere que pueden estar involucrados en
importantes funciones celulares (Hortsch, 1996, 2000; Brimmendorf y cols, 1998).

Por otra parte, se ha visto que los diferentes dominios estructurales de L1 estan implicados en los
mecanismos de unidn homofililcade L1 (Ranheimy cols, 1996).

También se expresa in vivo por proteolisis una forma soluble de L1, que potencia € crecimiento
neuronal (Sugawa y cols, 1997). Parece ser que los dominios Ig I1l- IV (Appd y cols, 1993) y los
dominios de tipo fibronectina 111 repetidos 1 y 2 estan implicados en € crecimiento neurona, cuando
Se unen a un sustrato adecuado (Stallcup, 2000). Ademés, se ha identificado un sitio de actividad
proteolitica, localizado en agrupaciones de aminoacidos en € tercer dominio fibronectina, que genera

fragmentos complementarios de 140 y 80 Kda (Holm y cols, 1995).
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Figura 1 Isoformas de las moléculas de adhesion celular neural, NCAM y L1 en el
sistema nervioso (GPI= Glicosilfosfatidilinositol, PSA= Acido polisialico, Ig= Inmunoglobulina,
adaptado de Edelman y Crossin, 1991).



Por otra parte, a igua que NCAM, L1 se organiza en agrupaciones, que pueden estabilizar 1os
contactos celulares con otras proteinas del citoesqueleto (Kadmon y cols, 1990a,b).

1.5.4. Modificaciones post-traduccionales de las moléculas de adhesién

celular neural

A continuacion, se indican las modificaciones postraduccionales de NCAM y de L1, que otorgan
importantes funciones a las moléculas de adhesiéon celular en € sistema nervioso (Krog y Bock, 1992).

1.5.4.1. Modificaciones post-traduccionales de NCAM

Varias modificaciones podt-traduccionales controlan la funciondidad de NCAM, siendo la
fucosilacion (Rose, 1995), y sobre todo la polisidizacion (Regan, 1991) las dos més importantes en
procesos de plagticidad singptica y de aprendizaje y memoria (Murase y Schuman 1999). También
existen otras modificaciones como la presencia del epitopo HNK-1, asi como la sulfatacion y la
fosforilacion, que desempefian un papel menos importante en procesos de aprendizgje y memoria, por
lo que practicamente nos centraremos en la polisiaizacion de NCAM como modificacion post-
traduccional mas importante en € contexto de esta Tesis.

1.5.4.1.1. Polisializacion de NCAM

La polisdizacion de NCAM congtituye una de las modificaciones post-traduccionales mas
importantes de NCAM desde un punto de vista funciond y desempefia un papd importante en
procesos de aprendizaje y memoria (Murase y Schuman 1999; Regan, 1998). A continuacion se
describen brevemente los mecanismos celulares que estan implicitos en la adicion del &cido polisidico
(o neuraminico) a NCAM en e sistema nervioso por la accion de polisidiltransferasas especificas,
indicandose las carécteristicas estructurales y funcionales que otorga la presencia del &cido polisdico a
NCAM (Regan, 1991).



Caracteristicas estructurales del acido polisialico en la célula

El &ido polisdico es un homopolimero de residuos de &cido N-acetil-neuraminico, que esta
presente en glicoproteinas de la superficie cdular (Kudo y ools, 1996), tales como NCAM o L1. Los
residuos de &cido polisidico se unen a nlcleos centrales N-oligosacéridos de manosa por la accion de
polisailtransferasas especificas (Nakayama y cols, 1998). Se ha identificado a NCAM, como €
principa portador de &cido polisdico (Kissy Rougon, 1997).

En neuronas, NCAM porta cadenas a menos 55 residuos de N-acetilneuraminico y se estima
una media aproximada de 130 a 150 residuos de &cido sidlico (Varki, 1998). La longitud de la cadena
de PSA es regulada segiin d estado de desarrollo embrionario. Asi, NCAM et altamente polisializado
en una etapa postnatal temprana, con pesos moleculares superiores incluso a 200 Kda, debido a su ato
grado de sidizacion. Sin embargo, € grado de polisidizacion va decreciendo gradua mente conforme
se alcanza la etapa adulta del individuo (Edelman y cols, 1983).
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Figura 2. En la gréfica adjunta se indica la disposicién de los residuos oligosacéaridos de

PSA-NCAM, y la zona por la que la enzima Endoneuraminidasa o Endo N rompe PSA-NCAM
(Endo N= Endoneuraminidasa N, Anti-PSA= Anticuerpos de PSA-NCAM (adaptado de
Regan, 1991).

Sintesis de acido polisialico

En eucariotas € é&cido polisdico se dntetiza en & aparato de Golgi por la accion de
polisidiltranferasas especificas, que muestran un complegjo patron de regulacion en € sistema nervioso
(Breen y Regan, 1988a,b). Aunque no se conoce demasiado acerca de lainiciacion y de la terminacion
de la sintesis de PSA, se propone la necesidad de una cierta longitud de cadena -iniciador-, € cud
estaria unido a la membrana, sobre la que se iran afiadiendo sucesivos y nuevos residuos de écido
neuraminico o polisdico (PSA) por polisdiltransferasas especificas (Nakayama y cols, 1998) en
posiciones 2,3 (Kiss y Rougon, 1997) 26 afa (Georgopoulou y Breen, 1999) y 2,8 a respectivamente
(Hildebrandt y cols, 1998).

Localizaciéon y distribucion de las polisialiltransferasas en el sistema

nervioso.

Aunque las tres isoformas de NCAM pueden portar PSA, NCAM 180 es |la mas susceptible de ser
polisdizada (Wood y cols, 1997). La sintesis de &cido polisélico que porta NCAM es catadizada en €
sistema nervioso por dos tipos de enzimas polisdiltransferasas (Angata y cols, 1998), como son
ST8Sal (o STX) (Kojima y cols, 1996) y ST8Sa IV (0o PST) (Muhlenhoff y cols, 1996), que
muestran un grado ato de homologia estructural entre ellas. ST8Sia Il es la forma predominante en €
desarrollo embrionario (Kojimay cols, 1996), mientras que ST8SalV persiste a niveles relativamente
elevados en @ desarrollo postnatal (Hildebrandt y cols, 1998; Ong y cols, 1998). Aungque ambas
enzimas pueden participar en la polisidizacion de NCAM, PST parece desempefiar un papel
predominante (Seidenfaden y cols, 2000).

Por otra parte, la expresion més elevada del RNA mensgero de PST se localiza en regiones con
una expresion permanente de PSA-NCAM alo largo de lavida del individuo, que se mantiene elevada

y se redringe d hipocampo, la zona subependima, & bulbo olfatorio, la capa Il de la corteza
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entorrind, y a cerebelo (Close y Coalley, 1998). Sin embargo, no siempre va asociada una coexpresion
del MRNA de PST y de PSA-NCAM en € sistema nervioso, ya que se ha visto la existencia de niveles
de PSA-NCAM devados sin un aumento concomitante en la actividad polisidiltransferasa en la zona
margina del bulbo olfatorio (Chung y cols, 1991).

Regulacion del estado de polisializaciéon de NCAM

Se han propuesto varios mecanismos en la literatura que modulan la poliasilizacion de NCAM

en e sstema nervioso (Regan, 1991; Nelson y cols, 1995), que se indican a continuacién. Entre ellos:

(i) Laregulacion de la actividad de las polisiailtransferasas (Alcaraz y Goridis, 1991).

(i) La presencia del epitopo HNK-1, que congtituye un modulador negativo de la polisaizacion de
NCAM (Martini y Schachner, 1995).

(i) Aungue existen datos contradictorios en la literatura, la presencia del exon VASE en € cuarto
dominio de NCAM parece ser un modulador negetivo de la polisidizacion de NCAM (Seffd y coals,
1994; Brusesy Rutishauser, 1998; Brusesy cols, 1995).

(iv) Estudios farmacol égicos en lineas celulares PC12 de rata 'y de neuroblastoma N2A, han puesto de

manifiesto que un aumento en la actividad proteina quinasa C d correlaciona inversamente con e grado
de polisaizacion de NCAM (Gdlagher y cols, 2000, 2001).

(V) Varios trabgjos muestran que algunos mecanismos relacionados con la actividad en determinados
circuitos neurales (posiblemente, a través de la despolarizacién de la membrana) pueden estar
implicados en la polisidizacion de NCAM (Fredette y cols, 1993; Muller y cols, 1996; Fields y Itoh,
1996). Asi, se ha descrito la regulacion de la polisidizacion de NCAM por glutamato (Hoffman y cols,
1997).

(vi) Ademés, se ha visto una regulacion hormonal de la polisiaizacion de NCAM por glucocorticoides
en el hpocampo de rata (Rodriguez y cols, 1998). También, las hormonas tiroideas son capaces de
producir un aumento en la polisiaizacién de NCAM en € desarrollo de invertebrados (Becker y cals,



1994), asi como de modular la expresion de polisidilltransferas en ciertos cultivos celulares (Grollman
y cols, 1993).

1.5.4.1.2. Fucosilacion

La fucosilacion es una modificacion post-traduccional que consiste en la adicion de restos de
fucosa a NCAM, y que desempefia un papel importante en los procesos de plasticidad sindptica
dependientes de actividad y en los mecanismos subyacentes a aprendizaje y la memoria (Rose, 1995;
Sandi y cols, 1995).

Se han detectado actividades ectogalactosil transferasas y fucosiItransferasa —enzimas claves
en e proceso de fucosilacion en las sSingpsis en cultivos neuronaes, 1o que sugiere la existencia de
procesamientos post-Golgi en glicoproteinas de las singpsis (Krug y cols, 1994).

1.5.4.2. Modificaciones post-traduccionales de L1

L1 estd sujeto a modificaciones postraduccionales como la sulfatacion y la fosforilacion (Sadoul y
cols, 1989), aunque d significado funciona de esas modificaciones permanece incierto (Coutelle y
cols, 1998). Otros determinantes estructurales similares a los encontrados en NCAM, como la
polisiaizacion o b adicion del epitopo HNK-1, regulan la orientacion relativa de L1 en la membrana
plasmética (Faissner y cols, 1985). Todos los miembros del subgrupo L1 portan &cido polisdico, pero
s0lo e 35 % de L1 contienen & epitopo HNK-1 (Kucherer y cols, 1987).

1.5.5. Localizacioén y distribucién de las moléculas de adhesién celular neural

de la familia de las superinmunoglobulinas en el sistema nervioso (NCAM,

PSA-NCAM y L1)

Parece ser que, en d sistema nervioso no existen diferencias sexodimorficas respecto a la
inmunoreactividad de PSA-NCAM. Por otra parte, es importante destacar que regiones con plasticidad
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permanente en e sistema nervioso -hipocampo, corteza piriforme, sistema neurohipofisario, y bulbo
olfatorio-, muestran una continua expresion de PSA-NCAM, que acompafia a las reorganizaciones
singpticas en dichas &reas (Bonfanti y cols, 1992). A continuacion, se indica brevemente la localizacion
y distribucion de NCAM, su formapolisadizaday L1 en € sistema nervioso.

Localizacion y distribucion de NCAM en el sistema nervioso

A continuacion, se indica lalocalizacion y distribucion de NCAM en e sistema nervioso (Lahr
y cols, 1993). Se ha detectado la presencia ded mRNA de NCAM en células piramidaes de la
formacién hipocampal, desde € desarrollo temprano a estado adulto en ratdn (Goldowitz y cals,
1990). En roedores, existe una fuerte inmunoreactividad para NCAM a través de la formacién
hipocampa (Persohn y Schachner, 1990), que es especidmente intensa en la capa interna molecular
del giro dentado, en € hilus y en las fibras musgosas (Seki y Arai, 1993a). También existe un marcaje
intenso e uniforme para anticuerpos policlonales de NCAM en € stratum radiatumy stratum oriens de
CA1, pero existe un escaso marcgie en € stratum lacunosum molecular (Miller y cols, 1993). Ademas,
en estudios realizados con anticuerpos monoclonaes para NCAM 140 y NCAM 180, se observo un
marcgje para dichos monoclonales muy similar a que muestra € policlona de NCAM (y en las
mismas &reas de la formacidn hipocampal comentadas para dicho policlonal). Por tanto, se ha visto un
intenso marcge para NCAM 140 y NCAM 180 en la capa polimorfica granular interna del giro
dentado, en € hilus y en las fibras musgosas, existiendo ademés una inmunoreactividad para los
monoclonales de NCAM 140 y NCAM 180 muy reducidaen CA2 y CA3 (Miller y cols, 1993)

Por otra parte, también se ha evidenciado inmunoreactividad para NCAM 180 en € area
predptica medid en € sistema neurohipofisario, asi como también en € hipotdamo anterior, y
mediobasal, localizandose NCAM 140 en € hipotdamo anterior (Leey cols, 1995).

Ademés, NCAM contribuye de forma importante a la maduracion y estabilizacion find de las
singpsis en € estriado en roedores (DiFligia 'y cols, 1989), También, se ha detectado la presencia de
NCAM tanto en € bulbo olfatorio (Miragall y cols, 1989), como en € cortex cerebral de raton (Chung
y cols, 1991), asi como también alo largo del desarrollo del cerebelo (Goldowitz y cols, 1990).



Localizacion y distribucién de PSA-NCAM

Uno ck los hechos mas destacados del hipocampo es su permanente neurogénesis, incluso en la
fase adulta, ya que la zona interna de la capa polimorfica granular del giro dentado continGa
produciéndose alo largo de lavida del individuo (Seki y Arai, 1991).

En e hipocampo de la rata adulta, la mayor expresion de PSA-NCAM selocaliza en la primera
capa polimorfica granular del giro dentado, siendo la mitad de dichas cdulas inmaduras (Seki y Aral,
1999b). El hecho de que mediante la inyeccion de 5bromo-2 -deoxiuridina (BrdU) en ratas (dia
postnatal 35), se ha haya detectado marcaje para BrdU en el nucleo de las cé ulas que expresaban PSA -
NCAM (12 dias después de la inyeccion de BrdU, pero no 80 dias post-inyeccion), indica que las
nuevas céulas granulares sintetizadas expresan PSA-NCAM transitoriamente (Seki y Arai, 1993b).
Ademés del fuerte marcaje observado en las fibras musgosas (Seki y cols, 1999a), que inervan a CA3,
también se ha encontrado inmunoreactividad para PSA-NCAM en CA2, asi como un discreto marcagje
en la capa lacunar y un débil marcge en CA1 (Seki y Arai, 1991; Bonfanti y cols, 1992) (Ver figuras 3
y 4). Por otra parte, las células colaterales de Schaffer muestran inmunoreactividad para PSA-NCAM
en la superficie de sus cuerpos celulares, y fibras asociadas, las cuales se extienden através de la capa

piramida (Bonfanti y cols, 1992).
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Figura 3. Observése el marcaje del anticuerpo monoclonal utilizado para PSA-NCAM en la
formacion hipocampal GD/ H= Giro Dentado/ Hilus, CA1, y CA3= Areas CAl y CA3 del

hipocampo).

Capa Lacunar

ndritas

J&

Figura 4. En la gréfica se observa la inmunoreactividad para PSA-NCAM en el borde de la
capa polimérfica colindante con el hilus del giro dentado (CPG/ H). También se observan las
dendritas marcadas, y la inmunoreactividad para PSA-NCAM en las fibras musgosas (FM) y

en la capa lacunar.
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En lo que respecta a la amigdala, la inmunoreactividad para PSA-NCAM depende del nicleo
que se estudie. Los nucleos central y media exhiben una fuerte inmuoreactividad. Sin embargo, la
inmuoreactividad para PSA-NCAM es practicamente ausente en |os nlcleos basolatera y laterd de la
amigdda (Murphy y cols, 2000).

En d hipotdamo de ratas adultas, existe una marcada inmunoreactividad para PSA-NCAM en
el nicleo supradptico y, en menor grado, en € nlcleo paraventricular, que se locdiza en axones,
dendritas y en terminales de astrocitos y neuronas (Theodosis y cols, 2000; Pierre y cols, 2001).
También existe inmunoreactividad para PSA-NCAM en € nicleo supraguiasmético, en e nucleo

arcuado (Hoyk y cols, 2001), laeminencia mediay en € érea predptica media (Bonfanti y cols, 1992).

En cuanto al estriado, la inmunoreactividad para PSA-NCAM, en roedores, es muy intensa en
las dos primeras semanas del desarrollo (Aaron y Chesselet, 1989), de forma que aparece durante €l
desarrollo de las sindpsis corticoestriatales, y decrece una vez los contactos corticoestriatales llegan a
ser funcionales (Butler y cols, 1997).

Por otra parte, en € bulbo olfatorio, region con plagticidad constante, existe una fuerte
inmoreactividad para PSA-NCAM en las céulas globosas -precursores de las neuronas del bulbo
olfatorio- asi como en la zona margind, en € epitelio dd 6rgano vomeronasa y en & glomérulo del
bulbo olfatorio (Miragal y cols, 1988). Ademas, se ha visto que células generadas en la zona
subventricular de la porcion anterior del ventriculo lateral, migran hacia € bulbo olfatorio debido a la
presencia de PSA-NCAM (Onoy cols, 1994).

Localizacion y distribucion de L1 en el sistema nervioso

En & sistema nervioso centra, L1 se expresa en la porcion neuronal postsingptica,
localizandose, junto a NCAM 180, en los sitios de contacto neurona-neuronay neurona-glia (Keilhauer
y cols, 1985; Martini y cols, 1994). L1 también esta presente en las interacciones dindmicas existentes
entre las c8ulas de Schwan del sistema nervioso periférico (Faissner y cols, 1984) y se expresa en
axones durante € desarrollo y la regeneracion de nervios periféricos denervados, donde desempefia,
junto con PSA-NCAM, un papel importante en la regeneracion (Schachner, 1994).



En d hipocampo, la inmunoreactividad para L1 es dependiente del estado de desarrollo
(Persohn y Schachner, 1990). En roedores, aparece un discreto marcagje en axones de las células
granulares en las capas interna 'y externa de la capa polimorfica granular del giro dentado (también en
e hilus), con un tenue marcgie alo largo del stratum radiatumen CAly del stratum oriens, Sendo
muy discreto en las fibras musgosas (Persohn y Schachner, 1990; Miller y cols, 1993). Sin embargo a
diferencia del marcaje evidenciado por los anticuerpos para NCAM, existe una intenso marcaje en €
stratum lacunosum molecular. Por otra parte, se ha evidenciado marcagje paraL 1 en células granulares
del cerebelo de ratdon (Bjerregaard y Jorgensen, 1990). También se ha detectado inunoreactividad para
L1 en otras regiones cerebrales, como en e tdamo, en e nucleo supraquiasmético, en € estriado, en la
corteza frontal, en la corteza entorrind, o € bulbo olfatorio, asi como en & sistema nervioso periférico
(Demyanenko y cols, 1999).

1.5.6. Mecanismos de sefializacion celular mediados por NCAM vy L1

Como consecuencia de la interaccion sindptica entre las moléculas de adhesion celular, se ha
descrito la activacion de una cascada de sefidizacion celular mediada por una serie de segundos
mensajeros, que se describe a continuacion de forma conjunta para NCAM y L1 (Crossin y Krushe,
2000).

Existen numerosas evidencias en la literatura, que ponen de manifiesto que la sefiaizacién celular
mediada por moléculas de adhesion en los conos de crecimiento es absolutamente dependiente de la
activacion del receptor de FGF (Safell y cols, 1995, 1997; Ronn y cols, 2000 b).

Asi, mediante estudios bioquimicos y farmacol 6gicos realizados en los conos de crecimiento y en
céulas PC12, se ha puesto de manifiesto que como consecuencia de la interaccion ce NCAM con €
receptor del factor de crecimiento de fibroblastos FGF (Hall y cols, 1996), se produce la dimerizacidn
del receptor (Plotnikov y cols, 1999) y la activacion de la actividad tirosina quinasa dd mismo
(Doherty y cols, 1996a). Como consecuencia de la autofosforilacion del receptor FGF, es capaz de
interaccionar con la proteina fosfolipasa gamma. Este evento desencadenala activacion de una cascada
de sefiaizacion celular mediada a través de un sistema de segundos mensgjeros, que se comenta
esqueméticamente (ver figura 5, Wash y cols, 1997).



En dicha cascada de sefidizacion celular, que acontece en los conos de crecimiento, el paso
clave es la generacion de &cido araquidonico. Asi, por la accion de la fosfolipasa C gamma (PLC
g sobre e PIP, se genera IP; y DAG. A su vez, apartir ddd DAG generado por la accion de laenzima
diacilglicerolipasa se genera &cido araguiddnico. El &cido araquidonico, a su vez, estimula canaes de
cacio detipo N y L, con lo que se produce e consiguiente influjo de Ca ** (Willians y cols, 1994ab)
que, en ultima instancia, va a congtituir € evento clave para promover plasticidad sindptica (Ver figura
5).

Parece ser que aunque la activacion de proteinas G no es un componente lineal de la ruta de
sefidizacion mediada por NCAM en los conos de crecimiento, € hecho de que cuando se afiade toxina
pertusis d medio (inhibidor de proteinas G) se bloguee @ crecimiento neurona, sugiere que las
proteinas G desempefian un papel importante en la cascada de segundos mensgjeros promovida por
NCAM y L1 en los conos de crecimiento (Willians y cols, 1994b).

Recientemente, se ha otorgado un papel a las MAP quinasas en e crecimiento neuronal
mediado por NCAM en los conos de crecimiento. Se sabe que tanto NCAM (Mifanay cols, 2001),
como L1 (Kamiguchi y cols, 1998), pueden ser endocitados a través de un mecanismo dependiente de
clatrina. Asi, la activacion de la cascada de sefidizacion celular mediada por la enzima MAP quinasa
(MAPK) por L1 requiere lainterndizacion de L1 (Schaefer y cols, 1999).

Se ha demostrado (i) que € crecimiento neurona depende de la activacion de la cascada de
MAP quinasas y la fosforilacion de CREB en cultivos células neuronales (Schmid y cols, 1999).
(Kolkova y cols, 2000a), (i) y que NCAM 140 es capaz de estimular MAP quinasa-Ras (Kolkovay
cols, 2000a), (i) y que NCAM 140 es capaz de estimular MAP quinasa-Ras y la fosforilacion de
CREB en cultivos de cdlulas neuronaes (Schmid y cols, 1999).
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Figura 5. En el esquema adjunto, se indica la cascada de sefializacion celular mediada en

los conos de crecimiento, como consecuencia de la actividad del receptor de FGF por union
con NCAM o L1, cuyo efecto final es el crecimiento neural o la reorganizacion del
citoesqueleto entre otros procesos (adaptado de Hall y cols, 1996).

(FGFR= Receptor del factor de crecimiento de fibroblastos, PKC= Proteina quinasa C, PL=
Fosfatidilinositoldifosfato — PIP, -, IPs= Inositol Trifosfato, DAG= Diacilglicerol, AA= Acido

araquidonico, PLC g = Fosfolipasa C g, DAG lipasa= Diacil glicerol lipasa.

0] Activacion de la actividad tirosina quinasa del receptor de FGF por NCAM.



(i) Generacion de DAG por activacion de PLC g

(iii) La enzima DAG lipasa convierte DAG a AA.

(iv) El AA generado activa los canales de calcio de tipo N y L, y provoca el influjo de
Ca?®

(Adaptado de Hall y cols, 1996).

1.5.7. Funciones de las CAMs en el sistema nervioso

Las moléculas de adhesion celular estan implicadas en muy diversas funciones, que van desde
los procesos de sinaptogénesis que acontecen durante € desarrollo, hasta su participacion en los
mecanismos implicados en los procesos de aprendizagje y memoria en e adulto (Murase y Schuman,
1999).

Asi, en lo que respecta a NCAM, sus funciones son variadas, interviniendo, de forma
destacada, en las interacciones célula-céula (Rutishauser y Landmesser, 1996), la migracion neuronal
(Hu y cals, 1996), la defasciculacion axona (Landmeser y cols, 1990) y en los procesos de plasticidad
singptica (Cremer y cols, 1998; Ronn y cols 1998).

L1 desempefia funciones muy similares a las que desempefia NCAM en & sistema nervioso,
participando en varios aspectos del desarrollo neurond, incluidas la migracion celular y la
fasciculacion de axones (Stallcup, 1985, 2000), y esta implicada en la maduracidn de oligodendrocitos
(Itoh y cols, 2000) y en la midinizacion (Martini y Schachner, 1997), asi como en € patron de
adquisicion de la morfologia de los conos de crecimiento (Rathjen y cols, 1992; Rutishauser, 2000a).

1.5.7.1. Funciones de adhesion y de reconocimiento celular

Las interacciones adhesivas en la supeficie celular son de vital importancia durante €
desarrollo del sistema nervioso. Estas interacciones mediadas entre moléculas de adhesion celular, se
pueden producir entre moléculas idénticas (unién homofilica) o diferentes (unién heterofilica); asi
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como en & mismo lado de la membrana -interaccién en cis- (Brummendorf y Lemmon, 2001) o en
diferentes planos en las membranas en aposicidn -interaccion en trans-, (Schachner, 1997). Se trata de
un mecanismo (la adhesividad a nivel de la Sinapsis) que parece participar en los cambios inducidos
por determinados patrones de actividad neural, que promueven plasticidad singptica (Hoffman y
Edeman, 1984).

En lo que respecta a la funcién de reconocimiento celular, mediada por CAMs, también se ha
otorgado un papel importante a las CAMs durante la formacidn, e mantenimiento y e remodelamiento
sindptico durante € desarrollo del sistema nervioso (Edelman y Crossin, 1991). Se ha implicado a
NCAM en procesos de reconocimiento célula-célula, tanto en las interacciones neurona-neurona
(Ededlman, 1984), como neurona-glia (Grumet y Edelman, 1988), neurona-musculo (Grumet y cols,
1982), musculo-musculo (Covault y Sanes, 1985) y en las interacciones de las células con proteinas de
la matriz extracelular (Probstmeier y cols, 1989; Rutishauser, 2000b) y con determinados sustratos
(Grumet y cols, 1993a,b; Nybroey cols, 1989).

Tanto los procesos de unién homofilica, como heterofilica, se caracterizan por su bga afinidad
(Moran y Bock, 1988), lo que indica que la adhesion per se no esla unicafuncion de NCAM. Asi, la
extension y e crecimiento de neuritas que promueve NCAM, se debe mas ala sefidizacion celular que
a los procesos de adhesion. Sin embargo, la adhesion puede ser un evento necesario para que otras
CAMs mantengan conexiones estables en las células, asi como para la interaccién de moléculas de
adhesion celular con determinados componentes del citoesqueleto (Werz y cols, 1988).

Ademés del mecanismo de union homofilico de NCAM con heparina (Reyes y cols, 1990),
también se puede unir por mecanismos de unién heterofilica con otros tipos de moléculas, entre las que
se incluyen: proteoglicanos condroitinsulfatos 3F8 (Grumet y cols, 1993a) y laminina (Grumet y cds,
1993b), entre otras. También se ha visto una interaccién heterofilica de NCAM con otras
glicoproteinas, como es el caso de L1 (Kadmon y cols, 1990a,b).



Figura 6. En la grafica, se indican esquematicamente en (A) los mecanismos de union
homofilica y en trans, asi como (B) de union heterofilica y en cis en membranas en aposicion
(adaptado de Kadmon y cols, 1990b).

Existen varios factores que modulan la adhesién celular y los eventos dependientes de
reconocimiento celular mediada por NCAM, tanto a traves de la union homofilica, como heterofilica,

que se indican a continuacion:

() Cambios en la densidad celular de NCAM, que dterarian € nimero de uniones homofilicas de
NCAM en las membranas en aposicion, los cuaes dependen del control transcripciona de
NCAM (Hoffmany cols, 1834).

(i) La redistribucion celular de las diferentes isoformas (Pollerberg y cols, 1987; Persohn y cals,
1989)

(i) La regulacién por modificaciones podt-traduccionaes, fundamentamente la polisidizacion
(Rutishauer 1996), pero también la presencia del epitopo HNK-1-que dificulta la adhesion
celular- (Miuray cols, 2001).

En lo que respectaa L1, sus mecanismos de unién son similares alos de NCAM. Los procesos
de unién homofilica son independientes de calcio (Kadmon y Altevogt, 1997). Varios dominios
edtructurales de L1 han sido implicados en € mecanismo de union homofilica. En humanos, la
capacidad de unién homofilica para L1 radicaen @ segundo domino inmunoglobulina (De Angdlis 'y
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cols, 1999). A diferencia de otras moléculas de adhesidn celular, la funcion de adhesion para los
miembros de la familia de L1 es relativamente independiente de los dominios citoplasméticos y de su
interaccion con elementos del citoesqueleto (Wong y cols, 1995a). No obstante, estudios “in vivo™, han
mostrado wa capacidad de unidén homofilica diferente en los distintos dominios estructurales, ya que
tanto los dominios Ig | e Ig I, como & dominio fibronectina tipo 111, son fuertemente homofilicos, a
diferencia los dominios 1I-1V y fibronectina 15 repetidos que muestran una discreta capacidad de
union homofilica, que es précticamente ausente en los dominios Ig V-VI (Holmy cols, 1995).

Por otra parte, L1 puede presentar union heterofilica con la molécula de adhesion celular DM-
GRASP (DeBernardo y Chang, 1996), con las proteinas ancladas a GPI denominadas F3/F11 (Morales
y cols, 1993) y con axonina-1/TAG-1 (Kuhn y cols, 1991). Otros ligandos que también interaccionan
con miembros de la familia L1 son la proteinas de la matriz extracelular laminina (Berardi y cols,
1999) y ankirina (Needham y cols, 2001) y los proteoglicanos de tipo condroitin sulfatos neurocan 'y
fosfocan (Friedlander y cols, 1994).

Se sabe que las interacciones heterofilicas de NCAM con L1 en cis potencian la eficacia de
union homofilica de L1 (Kadmon y cols, 1990b; ver figura 6). Parece ser que la union heterofilica entre
ambas moléculas se redliza a través de una secuencia de residuos de serinay treonina presentes en los
oligomandsidos que porta L1 (Horstkorte y cols, 1993; Heiland y cols, 1998). Por otra parte, se ha
visto que la eliminacion de los restos de &cido polisaico de NCAM -mediante tratamiento con la

enzima Endo N-, parece potenciar la adhesiéon mediada por L1 (Acheson y cols, 1991).

1.5.7.1.1. PSA-NCAM como modulador de la adhesién celular

PSA-NCAM inhibe la adhesién celular interfiriendo con la union homofilica y/o heterofilica de
las CAMs (Rutishauser, 1996). Ello es debido a la impedancia estérica que provoca la presencia del
&cido polisdico (Rutishauser y Landmesser, 1996), sendo la adhesién celular inversamente
proporciona a grado de polisiaizacion de NCAM (Rutishauser, 1996, ver figura 7). Por tanto, la
presencia de restos de &cido polisidico en la parte extracelular de NCAM actia como e emento
regulador de los mecanismos de adhesion de dos maneras diferentes: (i) regulando la adhesién en las
membranas en aposiciéon (Rutishauser, 1996, ver figura 7) y, (ii) regulando la habilidad de las células
para transducir una cascada de segundos mensgjeros acoplada a NCAM en respuestas de crecimiento

neuronal —como consecuencia de la adhesiéon- (Apliny cols, 1999, ver figura 8).
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Figura 7. En la figura adjunta se indica graficamente el mecanismo por el cual PSA-NCAM
modula la adhesion celular, adaptado de Kiss y Rougon, 1997, PSA= Acido polisiélico).
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Figura 8. En la figura adjunta se indican los procesos de de-adherencia sinptica, asi como
las interacciones con el citoesqueleto y la sefalizacion celular como consecuencia de la
adhesion mediada por CAMs (adaptado de Fields e Itoh, 1996).

1.5.7.2. Papel de las CAMs en los procesos de crecimiento neuronal

Las diferentes isoformas de NCAM difieren en su capacidad inductora de crecimiento neuronal
(ver figura9). A diferenciade NCAM 180, que muestra una pobre capacidad neuritogénica (Doherty y
cols, 1990), las isoformas presingpticas de  NCAM 120 y, sobre todo, NCAM 140, estimulan €
crecimiento de neuritas (Doherty y cols, 1992). Asi, se ha identificado una secuencia de aminoacidos
en € dominio citoplasméico de NCAM 140 kDa que es esencia para la actividad neuritogénica
(Kolkovay cals, 2000Db).

Por otra parte, la presencia del exén VASE en NCAM reduce draméticamente la capacidad
neuritogénica de esta molécula (Walsh y cols, 1992; Saffell y cols, 1994), sobe todo de NCAM 140
(Doherty y cols, 1992), mientras que la presencia de PSA en NCAM constituye un promotor de
plasticidad neural (Ronny cols, 1997; Cremer y cols, 2000).

Por otro lado, en cultivos de neuronas de hipocampo, se havisto que € ATP extracelular puede
inducir también crecimiento neuronal, a través de un mecanismo de sefidizacion celular mediada por la
interaccion homofilica de NCAM con € receptor de FGF (Skladchikova y cols, 1999). Ademés, €
ATP extracelular previene la secrecion de NCAM desde las membranas sindpticas, protegiendo, de este
modo, aNCAM de la proteolisis extracelular (Dzandzhugayan y Bock, 1993).

| soforma de Crecimiento de
NCAM Neuritas
NCAM 120 ++++

NCAM 140 ++++

NCAM +

140+VASE
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++++ Méaxima capacidad de crecimiento neuronal.

+ Minima capacidad de crecimiento neuronal.

Figura 9. Las isoformas de NCAM muestran una diferencial capacidad inductora del
crecimiento de neuritas, de forma que la presencia de VASE produce un decremento de la
capacidad inductora de crecimiento neuronal (adaptado de Doherty y cols, 1995a).

1.5.8. Papel de las CAMs en procesos de plasticidad sinaptica

A continuacion, se describen las implicaciones de las moléculas de adhesion celular neurd, NCAM,
PSA-NCAM y L1, en procesos de plasticidad singptica.

Papel de las CAMs en el remodelamiento sinaptico

El reconocimiento y la adhesién celular desempefian un importante papel durante la formacion,
el mantenimiento y la regeneracion del sistema nervioso ante dafio tisular. Las CAMs se consideran
importantes marcadores de remodelamiento sindptico en @ adulto (Jorgensen, 1995). Incluso en €
cerebro adulto, Singpsis vigjas son continuamente reemplazadas por nuevas Singpsis en un proceso de
remodelamiento singptico, que puede ser potenciado bgo situaciones de dafio tisular (Aubert y cols,
1998; Fox y cols, 2001). S se compara € contenido de NCAM en las snépsis, las nuevas sinapsis
estén enriquecidas en NCAM y deplecionadas en proteina D3 (singptofisina 25), a diferencia de las
singpsis vigas, que tienen méas D3 'y menos NCAM (Jorgensen, 1995). Por otra parte, se ha visto que la
expresién de NCAM 180 en & hipocampo y de NCAM 140 en € telencéfao esta reducida en ratones
envejecidos (Bahr y cols, 1993; Ronny cols, 2000a), lo que podria estar relacionado con una capacidad
de remodelamiento singptico reducida (Linnemann y cols, 1993).

Se sabe que la forma polisidizada de NCAM constituye un marcador de plasticidad sindptica,
sendo PSA-NCAM necesario para € mantenimiento y/o reorganizacion de sinapsis (Kissy Rougon,
1997). A lo largo dd desarrollo, la pérdida de formas ricas en acido polisdico en NCAM, a formas
con bgjo contenido en PSA, reflga una pérdida de la capacidad de plasticidad sindptica y, por tanto,



supone € establecimiento de singpsis relativamente estables (Doherty y cols, 1995a). Por otra parte, se
ha observado un decremento en los niveles de PSA-NCAM en neuronas y en glia del giro dentado de
ratas envejecidas (Fox y cols, 1995b). Numerosos trabgjos en la literatura han puesto de manifiesto que
la presencia de PSA en NCAM es necesaria para que se produzca e crecimiento neurona y la
extension de neuritas (Wang y cols, 1994, 1996). Por otro lado, se ha visto que una forma soluble de
L1 es capaz de promover € crecimiento neurona (Sugaway cols, 1997).

Implicacion de las CAMs en la LTP

En la LTP se produce un remodelamiento sindptico en € que participan las moléculas de
adhesion celular neural (Muller y cols, 1996; Bliss y cols, 2000), habiendo sido implicadas tanto en la
induccion como en @ mantenimiento de dicho fendmeno de potenciacion singptica (Muller y cols,
1996).

Asi, estudios con preparaciones hipocampales in vitro, han puesto de manifiesto que la
administracion de anticuerpos contra NCAM (Ronn y cols, 1995) o L1 (Blissy cds, 2000) reduce
significativamente laLTP en CA1 de hipocampo, sin dterar los parametros de transmisién basal (L uthi
y cols, 1994, 1996). Es interesante sefidar que, recientemente, se ha demostrado que ratones
transgénicos deficientes en NCAM muestran dteraciones en la LTP en cultivos de preparaciones
organotipicas de hipocampo, que pueden ser revertidas mediante la administracion de BDNF (factor
neurotréfico derivado del cerebro) en e &rea CA1 hipocampal, pero no por otras neurotrofinas, como la
NT-4/5 (Muller y cols, 2000). Por otra parte, ratones mutantes deficientes para L1, muestran una LTP
reducidaen CA1, sin mostrar ateraciones en las propiedades sinapticas basales (Bliss y cols, 2000).

Otras evidencias indican que, tras la induccion de la LTP en la capa molecular del giro dentado
de ratas adultas, la expresion de NCAM 180 se ve aumentada en los sitios de contacto postsingpticos
(Schuster y cols, 1998). Otra serie de estudios con ratones transgénicos con una delecion del gen que
codificapara NCAM muestran una L TP alterada en CA3y en CA1 (Eckhardt y cols, 2001).

Por otra parte, se ha observado que la induccion de la LTP en € giro dentado, esté asociada
con una aparicién transitoria de un fragmento de NCAM de 115 Kda en € espacio extracelular, con lo
gue se sugiere una actividad proteolitica potenciada (Fazdli y cols, 1994). El significado funciona del
incremento en la actividad proteolitica estriba en que podria eiminar NCAM de la sinapsis, con lo que

se provocaria la de-adherencia de las sinapsis.



Por otro lado, también se ha otorgado un papel importante a las modificaciones post-
traduccionales de NCAM, como la fucosilacion y la polisidizacion, en la induccion y d mantenimiento
de laLTP. Parece ser que, tanto la L-fucosa, como la 2’ -fucosl-lactosa prolongan @ mantenimiento de
la LTP, mientras que la 2-deoxy-gaactosa (inhibidor de la fucosilacion) inhibe tanto & mantenimiento

delaLTP, como la consolidacion de lamemoria alargo plazo (Krug y cols, 1994).

Respecto a la polisidizacion de NCAM, se ha visto en @ hipocampo que la diminacion
enzimética del &cido polisdico, mediante tratamientos con la enzima Endo N, bloquea la LTP en €
aea CA1 (Muller y cols, 1996), lo que confirma un importante papel de PSA en la LTP.
Recientemente, mediante & empleo de animales transgénicos para la polisdiltransferasa
ST8SialV/PST-1, se ha puesto de manifiesto que la presencia de PSA en NCAM es necesaria para que
se induzcan procesos de plasticidad sindptica en las fibras colaterales de Schaffter y las células
piramidales de CA1, ya que dichos animales muestran tanto una LTP, como un LTD dterada en tales
circuitos (Eckhardt y cols, 2000).

Dado que los receptores de NMDA son requeridos para lainduccion dela LTP y que residuos
de &ido sadico modulan las propiedades de union de receptores de glutamato de tipo AMPA
(Hoffman y cols, 1997), se ha sugerido que podria existir una relacion entre la activacion de receptores
de NMDA durante la induccion de la LTP y la modulacion de la adhesion celular anivel de lasingpsis
(Hoffman y cols, 1998). Por otra parte, d promotor de NCAM puede ser regulado por glutamato, ya
que la estimulacion de receptores de AMPA por ampakinas activa e promotor de NCAM en
preparaciones de téjidos (efecto que es reducido por la administracién del antagonista de AMPA
denominado CNQX) (Holst y cols, 1998).

1.5.9. Implicacion de las CAMs en los procesos de aprendizaje y

memoria.

Estudios redizados in vivo, mediante la administracion intracerebroventricular de anticuerpos, han
puesto de manifiesto que las CAMs participan de forma critica en los procesos de consolidacion de la
memoria en roedores entrenados en diversos paradigmas conductuales. A continuacion se indica €

papel de dichas CAMs en procesos de aprendizaje y memoria



NCAM

Asi, por gemplo, en lo que respecta a NCAM, la administracion de anticuerpos para esta molécula,
entre 6-8 horas después de haber entrenado alas ratas en €l test de evitacion pasiva, inhibe la retencion
de dicho aprendizgie (Doyle y cols, 1992b), cuando se evallia 48 horas post-entrenamiento, pero no a
las 24 horas, ni en periodos mas tempranos después del aprendizgje (Doyle y cols 1992b; Scholey y
cols, 1993). Por otra parte, e mismo tipo de resultados se ha obtenido en pollos, utilizando también €
test de evitacion pasiva (Rose, 1995).

Recientemente, se ha demostrado que, en ratas entrenadas en el modelo de evitacion pasiva, la
adquisicion dd test es seguida por la interndizacion de NCAM. Ademas, 3-4 horas post-
entrenamiento, NCAM 180 se regulaalabagaen € giro dentado, como consecuencia del aumento de la

proteoliss de NCAM producida por su ubiquitinizacion (Foley y cols, 2000).

Ratones transgénicos para NCAM muestran deficiencias de aprendizge espacid en d
paradigma del laberinto acuético de Morris. Sin embargo, no se sabe s este déficit es debido a
deficiencias en la plasticidad sindptica 0 a defectos del desarrollo (Cremer y cols, 1994). Por otra parte,
también se ha implicado a las modificaciones podst-traduccionales de NCAM, en concreto, la
fucosilacion, (Rose, 1995) y la polisaizacion (Regan, 1998), en la consolidacion de la memoria tal

como se ha comentado con anterioridad

PSA-NCAM

En lo que respecta ala polisdizacion de NCAM, son diversos los hallazgos que apoyan su
papel en la consolidacion de la memoria. Asi, Regan y cols, han evidenciado cambios en la
polisaizacion de NCAM después del aprendizgje en ratas, que muestran un aumento en la frecuencia
de neuronas polisdizadas (PSA-NCAM) en las cdlulas granulares del giro dentado de ratas adultas,
gue se produce fundamentalmente 12 horas después del entrenamiento en los modelos de evitacion
pasiva (Doyle y cols 1992a, 1996; Fox y cols, 1995a) y dd laberinto acuético de Morris (Murphy y
cols, 1996, Murphy y Regan, 1999). Ademés, también se ha observado un aumento transitorio en la
polisidizacion de NCAM en la corteza perirrina y entorrina, en € periodo de tiempo comprendido
entre 10-12 horas después del entrenamiento (Murphy y cols, 1996; Fox y cols, 2000). Este hecho,



sugiere que durante la consolidacién de la memoria, se produce la activacion de una ruta
corticohipocampal bidireccional (Murphy y Regan, 1998). La idea derivada de estos trabgjos es que la
polisiaizacion de NCAM promueve e remodelamiento estructural subyacente a la consolidacion de la
memoria alargo plazo (Murphy y cols, 1996; Murphy y Regan, 1998).

Ademas, estudios interventivos en los que se eliminaron enziméaticamente los residuos de écido
polisidico con Endo N, han puesto de manifiesto que las ratas presentaban deficits en la adquisicion y
en la consolidacion de memoria espacia en e laberinto acuatico de Morris (Becker y cols, 1996). Sin
embargo, otra serie de trabgjos no han mostrado relacién alguna entre los déficits de aprendizaje
espacial evidenciados en ratas entrenadas en € laberinto acudtico de Morris y los cambios en la
polisidizacién de NCAM en € hipocampo de ratas envejecidas (Abrousy cols, 1998).

L1

Diversos estudios han mostrado un papel de la molécula de adhesidén L1 en procesos que
implican la formacion de la memoria en varias especies animaes, como pollos de 1 dia de edad
(Scholey y cols, 1995), ratas (Arami y cols, 1996), e incluso peces (Pradel y cols, 2000), ya que la
administracion intracerebral de anticuerpos contra L1 dificulta la consolidacion de la memoria en
diversos paradigmas conductuales (Luthi y cols, 1994).

En esta linea, se ha visto en & modelo de evitacion pasiva en pollos que la administracion
intracerebral de la fraccion Ig IV de L1, 30 minutos preentrenamiento, -pero no 5,5 horas post-
entrenamiento- produjo amnesia cuando se evadud la consolidacién de memoria 24 horas post-
entrenamiento  (Rose, 1995). Sin embargo, la inyeccidon intracerebroventricular dd dominio
fibronectina sdlo produjé anmesia 5,5 horas después del entrenamiento, pero no cuando se inyecté 30
minutos preentrenamiento (Rose, 1995; Scholey y cols, 1995). Por tanto, se sugiere que los dominios
inmunoglobulina de L1 participan en la adhesion, mientras que los de tipo fibronectina 111 repetidos
estén implicados en la adquisicion de la memoria de corto a medio plazo (Rose, 1995).

Por otra parte, se ha demostrado que ratones transgénicos que expresaban ectopicamente L1 en
sus astrocitos, desarrollaban estrategias de aprendizaje espacial més eficientes en e laberinto acuatico
de Morris, ya que aprendian mejor (mas rapido) la localizacion de la plataforma sumergida (Wolfer y
cols, 1998). Ademas, se ha visto que ratones envejecidos (de casi 2 afios de edad) que sobreexpresaban
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ectopicamente L1 aprendian mucho mejor |la tarea de aprendizaje espacial que los controles (Arami y
cols, 1996).

1.6. Fisiopatologia asociada a la expresion alterada de las CAMs en

el sistema nervioso

A continuacion, se indican las consecuencias que ocasiona la deficienciade NCAM y delL1en
situaciones patoldgicas y de dafio tisular, en las que se produce una disregulacién en la expresién de las
moléculas de adhesién celular neurd en € sistema nervioso.

Fisiopatologia relacionada con la expresiéon de NCAM

Se han observado dteraciones en la expresién génica de NCAM en varias patologias del
sistema nervioso, incluidos diversos desordenes bipolares y en esquizofrenia (Vicente, 1997; Vawter,
2000). En €& hipocampo de pacientes con desordenes bipolares, esquizofrénicos y personas que
murieron por suicidio, se ha visto un incremento del exon VASE en NCAM 140 (Wawter y cals,
1998). Otros estudios han evidenciado un aumento de una isoforma de NCAM soluble en e hipocampo
de pacientes esquizofrénicos, junto con una disminucién en la polisidizacion de NCAM en la corteza
prefrontal (Ni Dhuill y cols, 1999), lo que sugiere la hipétesis de que, en la esquizofrenia, se produzca
un patron de expresion de NCAM adlterado en el desarrollo embrionario. También se ha observado una

expresion de NCAM decrecidaen € autismo (Plioplysy cols, 1990)

Por otra parte, se ha evidenciado una desorganizacion en las fibras inmunoreactivas para PSA -
NCAM en pacientes con Alzheimer en e subiculo, en CA1 y en la corteza entorrind (Mikkonen y
cols, 1999). También se ha demostrado la existencia de un remodelamiento en los circuitos neuronales
en € I6bulo temporal media de pacientes con epilepsia, donde existe un aumento en la expresiéon de
PSA-NCAM en € hipocampo y en € corteza entorrina (Mikkonen y cols, 1998). Ademas, una
isguemia provocada en gergos también produce un aumento en la polisidizacion de NCAM  (Fox y
cols, 20001).



Fisiopatologia relacionada con la expresion de L1

Se han descrito varias patologias parcidmente solapantes en humanos como consecuencia de la
deficiencia en la expresion de la molécula de adhesion L1 (Kenwrick y cols, 2000). Las ateraciones
neuroldgicas provocadas por éstas patologias son consecuencia de mutaciones en € gen de L1,
localizado en & cromosoma X en humanos (Bateman y cols, 1996) y en roedores (Dahme y cols,
1997). Asi, bgo la denominacion de CRASH se engloba e conjunto de manifestaciones clinicas
provocadas por la deficiencia de L1, que se caracterizan por hipoplasia del cuerpo caloso, retraso
mentd (Wong y cols, 1995b), e hidrocefalia (Kenwrick y Doherty, 1998) y que se solapan con las
manifestaciones que sufren neonatos con € sindrome acohdlico fetd (FAS), donde se ha visto que €
alcohol inhibe la funcion de L1 (Ramanathan y cols, 1996). Por otra parte, también, % ha visto un

aumento en los niveles de L1 soluble en patologias como la esquizofrenia (Vawter, 2000).

1.7. FISIOLOGIA DEL ESTRES

Los seres vivos han desarrollado una serie de mecanismos y sistemas adaptativos que les permiten
mantener la homeostasis y adaptarse ante las condiciones fluctuantes del medio externo (Johnson y
cols, 1992). A continuacion, se indican los dos principales sstemas fisologicos implicados en la
respuesta de estrés: sistema nervioso autonomo y € € e hipota amico-hipofisario adrenal.

1.7.1. Sistema nervioso autbnomo

El hipotdamo constituye un érea cerebra clave en € control del sistema nervioso autonomo, ya
gue integra la informacion sensorid y visceral, y modula la actividad de éste. No obstante, otra serie de
estructuras también participan en su control. Consta de dos divisiones principaes. € sistema nervioso
simpético, que excita los érganos, y @ parasmpético, que los inhibe. El sistema nervioso auténomo se
activa, entre otras circunstancias, ante una respuesta de estrés o excitacion, un estado de aderta o
adarma, o la exposicion a un ambiente novedoso (Schafer y Stein, 1998). Se trata, fundamental mente,
de un sistema noradrenérgico, aunque también puede activar las glandulas suprarrenales, liberando
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adrenalina y noradererdlina a torrente circulatorio. Mediante la liberacion de adrendina, se

movilizarén las reservas energéticas para obtener energia

1.7.2. Eje hipotaldmico-hipofisario-adrenal

El ge hipotaldmico hipofisario adrend (HHA) participa de forma crucia en la respuesta de
estrés (Herman y Cullinan, 1997). El gje HHA es un sistema que integra tres estructuras diferentes: e
hipotdlamo, la hipéfisis y las glandulas suprarrenaes, que liberan diferentes hormonas. CRH, ACTH y
corticosteroides, respectivamente.

La activacion de esté e HHA, ante una respuesta de estrés, comienza con la liberacion del
factor liberador de corticotropina (CRF), por neuronas parvocelulares del nlcleo paraventricular del
hipotdamo. El CRH se libera a los vasos portales, atraviesa la eminencia media, y llega de la hipdfisis
anterior, donde estimula la secrecion de la hormona adenocorticotropa o ACTH (Rivier y Vae, 1983).
La hormona ACTH s dntetiza a patir de la molécula denominada proopiomelanocorting,
acanzandose un pico en los niveles de ACTH entre 10-15 minutos después de la respuesta inductora
de estrés. La hormona ACTH, liberada a torrente sanguineo, es capaz de estimular en las gléandulas
suprarrenaes la liberacién de corticosterona (ratas), o de cortisol (humanos). Por dlo, la consecuencia
fina de la activacion dd ge HHA es la liberacion de glucocorticoides a torrente sanguineo (para
revison consultar De Kloet y cols, 1998; Garciay cols, 2000).

Por otra parte, el ge HHA se regula por un mecanismo de retroaimentacion negativa, que se
gerce fundamentamente a tres niveles. e hipocampo (Jacobson y Sapolsky, 1991) € nucleo
paraventricular del hipotdlamo y la adenohipdfiss, sendo la actividad del e HHA inhibida por los
propios glucocorticoides (Sgpolsky y cols, 1984, 1986; Ver figura 10). No obstante, otras areas
cerebrales, como la amigdala, también pueden controlar la reactividad del e HHA ante la respuesta de
estrés (Feldman y Weidenfeld, 1996).

A continuacion, se describen brevemente las caracteristicas estructurales y funcionaes de los
glucococorticoides, como principa hormona implicada en la respuesta de estrés.



ESTRES
vV

HIPOTALAMO %L

crH

(+)

ADENOHIPOFISIS

(+)

(=)
CORTEZA ADRENAL %7

l

GLUCOCORTICOIDES

Figura 10. Esquema que muestra el mecanismo de retroalimentacién negativa que ejercen
los glucococorticoides sobre el eje HHA, para modular la actividad del eje y regular su propia
liberacion (CRH= Factor liberador de corticotropina, ACTH= Hormona Adrenocorticotropa, (+)
HHA= Eje Hipotalamo-Hipofisis-adrenal, estimula, ¢) Inhibe, adaptado de de Kloet y cols,
1998).
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1.7.3. Los glucocorticoides

Junto con los mineralocorticoides (aldosterona, por gemplo), los glucocorticoides se liberan
por la accion de la ACTH sobre las glandulas adrenales. Los glucocorticoides son hormonas de
naturaleza esteroidea sintetizadas en la zona fasciculata y reticularis delacorteza suprarrena (Ganong
y cols, 1974), a partir del colesterol. Las cdlulas de la corteza suprarrenal son estimuladas por la
hormona ACTH, que induce a la enzima desmolasa, y forma pregnenolona, que se metaboliza a
progesterona.  Findmente, la progesterona, segin la especie anima, se convierte a 11-
deoxicorticosterona (Feder, 1981), que forma corticosterona, y ésta se transforma en adosterona, o
bien 11-deoxicortisol que da lugar a cortisol en primates y humanos. La corticosterona es sintetizada
en roedores, aves, y reptiles.

Los glucocorticoides, dado su carécter lipofilico se transportan en plasma ligados a la proteina
denominada globulina ligante de corticosterona (CBG) o transcortina, aunque una minima parte es
transportada por |a albumina (Dhabhar y cols, 1993). Asi, en humanos, € 70% del cortisol circulante es
transportado por la transcortina (proteina plasmética), mientras que la abumina transporta e 20% del
cortisol plasmético restante (Tinnikov y cols, 1999).

Los glucocorticoides intervienen en la regulacion del e, en la glucogenolisis hepética, en €
metabolismo energético de la glucosa para la movilizacion de recursos, activan numerosas enzimas y
proteinas (Munck y cols, 1986), y son inmunosupresores de la respuesta inmune (McEwen y cols,
1997).

1.7.3.1 Receptores de glucocorticoides

Existen dos tipos de receptores de glucocorticoides. |os receptores de mineraocorticoides o de
tipo | (para revision consultar Reul y cols, 2000) y los receptores de glucocorticoides o de tipo 11 (Reul
y de Kloet, 1986). Ambos receptores son € producto de genes diferentes y pertenecen a la familia de
receptores nucleares, actuando como factores de transcripcién (para revisiéon consultar Gilner y cols,

1987). Presentan un domino de union ad DNA 'y una zona de activacion transcripcional, y muestran una
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ata homologa en @ dominio de union a la hormona (57 %), (Evans y Arriza, 1989), pero no en €

dominio de activacion transcipciond (Arrizay cols, 1987).

Se ha estudiado ampliamente la localizacion y distribucion de las hormonas glucocorticoideas
y de sus dos tipos de receptores en diversas areas cerebrales (Reul y de Kloet, 1985), s bien de modo
especia en € hipocampo (Jacobson y Sapolsky, 1991). El receptor de glucocorticoides se localiza
abundantemente en estructuras dd sistema limbico (Meaney vy cols, 1985a,b), como € hipocampo, la
amigdala (nucleo centra), asi como en e nlcleo paraventricular, supradptico y arcuado del
hipotdamo, tanto en neuronas como en glia (Cintra y cols, 1994ab). Regiones con niveles mas
moderados de receptores de tipo |1 son la zona basolateral de la amigdala, |a corteza cerebral, € tdamo
y € tronco cerebra (Fuxey cols, 1987; Spencer y cols, 1991). El receptor de minera ocorticoides se
locdliza més confinadamente en ciertas areas cerebrales, siendo también abundante en e hipocampo,
encontrandose niveles considerables también en la amigdaa central, € hipotdamo anterior (Alexis y
cols 1982, 1983) y en é&reas circunventriculares (Reul y de Kloet, 1986; De Kloet, 1990). Por tanto, €
hipocampo, especialmente, es e area con la proporcion més abundante tanto de receptores de

mineral ocorticoides, como de glucocorticoides (Van Eekelen y cols, 1988).

Los receptores de glucocorticoides o de tipo Il muestran una baga afinidad para la
corticosterona, y solamente estdn maximamente ocupados durante una situacion de estrés'y en € pico
circadiano, cuando los niveles de corticosterona son elevados (Reul y cols, 1987a,b)

Los receptores de tipo | o de mineraocorticoides, alemés de su afinidad por la aldosterona,
muestran de 10 a 20 veces mas afinidad por la corticosterona que los de tipo |l (Reul y cols, 1985), por
lo que € receptor de mineralocorticoides se encuentra saturado durante los picos de secreciones

circadianos (Reul y cols, 19874a), y en una situacion estrés (Deak y cols, 1999).

1.7.3.2. Mecanismo de accion de los glucocorticoides

Clésicamente, las acciones de los glucocorticoides se desarrollan a través de sus mecanismos
gendmicos, pero también se han descrito algun tipo de acciones no gendmicas, que se describen a

continuacion.



Acciones gendmicas

Los glucocorticoides, dado su caracter lipofilico, atraviesan féacilmente la membrana
plasmatica de la célula, y se unen a receptores intracelulares especificos, formando un complgo
hormona-receptor, que es capaz de modular la expresién de determinados genes. Estos receptores
forman parte de un complgo multiproteico de receptores denominados proteinas de choque térmico o
HSP (del inglés, heat shock protein) (para revision consultar Feder y Hoffman, 1999). Por tanto, los
receptores de glucocorticoides estan inactivos en condiciones basaes, ya que estan unidos a las
proteinas de choque térmico.

Cuando un agonista (como la corticosterona) accede a cerebro y Sse une a un receptor, se
provoca la disociacion de la proteina HSP y se produce una fosforilaciéon maltiple, que en @ nicleo
incrementa la afinidad del complego receptor-ligando por dominios nucleares -denominados el ementos
de respuesta a glucocorticoides 0 secuencias GRE- (Slater y cols, 1994). De esta forma, se modula
(aumenta o disminuye) la transcripcion de determinados genes (O’ Malley y Tsal, 1992, ver figura 12).

ranscripcion GR

Sintesis de proteinas

Figura 12. En la figura adjunta se muestra el mecanismo de accion gendmico de los

glucocorticoides, que promueve la transcripcion de genes importantes en la respuesta de
estrés (adaptado de O’'Malley y Tsai, 1992).



Cort= Corticosterona, Aldo= Aldosterona, 11-HSD=11 b hidroxilasa.
MR= Receptores de mineralocorticoides. GR=Receptores de glucocorticoides.
GRE=Elementos de respuesta a glucocorticoides.

Acciones no gendmicas

Acciones no gendmicas rgpidas y trandtorias se han evidenciado en anfibios (Rose y cols,
1993; Moore y Orchinik, 1994), donde la corticosterona reduce la conducta reproductiva,
probablemente a través de un mecanismo dependiente de proteinas G. Se sugiere que los
glucocorticoides gercen sus acciones no gendmicas mediante la interaccion con proteinas de
membrana (Orchinik y cols, 1991, 1994). En ratas, se ha visto que la administracion de corticosterona,
también reduce la liberacion de vasopresina en @ hipotdamo (para consultar las accciones no
genomicas de la corticosterona en vertebrados revisar Borski y cols, 2000).

1.8. ESTRES Y MEMORIA

El mero hecho de someter a los animales a una Situacion de aprendizaje novedosa puede
congtituir en s una Situacion ya estresante, debido a que € smple mango de los animdes y la
exposiciéon a un ambiente novedoso, puede producir tanto la activacion del sistema nervioso smpético,
como la liberacion de corticosterona. Asi pues, se plantea la siguiente cuestion: ¢hasta que punto €
estrés ligado a la tarea de aprendizgje podria interaccionar con los mecanismos neurales que son

responsables del amacenamiento y la consolidacion de la memoria en larata? (Sandi, 1998).

Diversos estudios han mostrado que la activacion de los sistemas fisiolégicos del estrés puede
modular la fuerza con la que la memoria se retiene a largo plazo (Roozendaal y cols, 1997b; Sandi,
1998, Sandi y Rose 1994b). Asi, son diversas las evidencias indicativas de que los sistemas
adrenérgico y noradrenérgico, asi como las hormonas glucocorticoides, gercen un importante papel
sobre la modulacion de la memoria (Roozendaal, 1999).



1.8.1. Sistemas adrenérgico y noradrenérgico

La liberacion de adrenalina y noradrenaina, como consecuencia de la activacion del sistema
nervioso simpatico en situaciones de estrés, puede gercer un efecto potenciador sobre la memoria
(Roozendad y cols, 1993; Hatfield y McGaugh, 1999). Mediante € estudio de la memoria en diversos
paradigmas conductuales, se ha demostrado que la adrenalina gjerce un efecto bifésico en la formacion
de memoria (Damaz y cols, 1993). Dado que la adrenaina, es una hormona que no atraviesa la barrera
hematoencefélica, parece ser que los efectos facilitadores de la adrenalina sobre la memoria, podrian
deberse alaliberacion de glucosa o a la activacion de noradrenalina en determinadas éreas cerebrales
(Hall y Gold, 1986).

Una serie de evidencias otorgan un papel a la noradrenalina como neurotransmisor potenciador de la
memoria en la amigdala (Ferry y McGaugh, 2000), ya que (i) la administracion post-entrenamiento de
noradrenalina en la amigdala modula la memoria seglin un patrén de U invertida (es decir, dosis bajas no
producen efecto, dosis intermedias son facilitadoras de la memoria, y dosis altas son inefectivas e incluso
perjudiciales (ii) la administracion de noradrenalina, o de agonistas de receptores b-adrenérgicos en la amigdala,
potencia la memoria, de forma dosis-dependiente, en varios paradigmas conductuales, incluidos el test de
evitacion pasiva y el laberinto acudtico de Morris (Martynov y Bessonova, 1984; Roozendaal y cols, 1993;
Quirartey cols, 1997).

1.8.2. Glucocorticoides: plasticidad sinaptica y memoria

Hallazgos en animaes y humanos han puesto de manifiesto que los glucocorticoides
desempefian efectos importantes sobre |os procesos cognitivos (para revision consultar de Kloet y cols,
1999). En particular, se ha propuesto que los glucocorticoides, secretados ante una situacion de estrés o
como consecuencia del estrés ligado a la tarea de aprendizge, pueden modular los mecanismos
neuraes de formacion de la memoria (Sandi y Rose, 1994b; Sandi, 1998). En esta linea, varios estudios
han puesto de manifiesto una correlacion directa entre los niveles circulantes de corticosterona
plasmética (posteriores a entrenamiento) y la persistencia con la que se establece la memoria en
digintos paradigmas conductuales, como la evitacion pasiva, € laberinto acuético de Morris, o €
condicionamiento del miedo d contexto (Sandi y Rose, 1994b; Sandi y cols, 1997; Cordero y cols,
1998). Ademas, inyecciones post-entrenamiento de agonistas de glucocorticoides pueden potenciar los



procesos de consolidacion de la memoria (Sandi y Rose, 1994b, 1997a; Sandi y cols, 1997; Cordero y
Sandi, 1998). Ahora bien, parece ser que niveles intermedios de glucocorticoides favorecerian la
memoria, mientras que bgos o eevados niveles podrian dificultarla (para revision consultar Lupien y
McEwen, 1997).

Por otra parte, se ha evidenciado que la corticosterona actta como potenciadora de la memoria
en d hipocampo y en la amigdala (Quirarte y cols, 1997; Roozendaal y McGaugh, 1996, Roozendaal y
cols, 1999), ya que (i) la administracion de agonistas y de antagonistas de receptores de
glucocorticoides en la amigdala basolateral (pero no en la amigdala central), es capaz de modular la
consolidacion de la memoria (Roozendaal y McGaugh, 1997b) vy (ii) ratas a las que se lesiono la
amigdala basolateral no muestran efectos potenciadores de la memoria, cuando se les administran
glucocorticoides en € hipocampo dorsal (Roozendaal y McGaugh, 19974).

Por otra parte, otros estudios han puesto de manifiesto que la exposicion de las ratas a un
ambiente novedoso (que induce la liberacion de corticosterona), inhibe la expresién de LTP a largo
plazo (Garcia, 2001), mientras que se observo una facilitacion de laLTD (Pavlidesy cols, 1993, 1995).
Ademés, una ocupacion oOptima de los receptores de glucocorticoides de tipo Il facilita la LTP
(Pavlidesy McEwen, 1999).

1.8.3. Efectos del estrés y de los glucocorticoides sobre la expresion de

moléculas de adhesion celular neural en procesos de aprendizaje y memoria

A continuacion se plantea la siguiente cuestion: ¢A través de qué mecanismos producirian sus
efectos € estrés y/o los glucocorticoides sobre los procesos de formacién de memoria? Entre otros
mecanismos, varias evidencias han puesto de manifiesto que € estrés puede modular la expresion de
moléculas de adhesidn celular neural en e sistema nervioso (Sandi, 1998).

En particular, se ha mostrado que los glucocorticoides, liberados ante una situacion de estrés
intrinseco ligado a la tarea de aprendizge, pueden modular la sintesis de CAMs (Sandi y cols, 1995) e
influenciar sus modificaciones post-traduccionales. fucosilacion (Sandi y Rose, 1997b) vy

polisaizacion (Rodriguez y cols, 1998).
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Sandi y Loscertales, han puesto de manifiesto que tratamientos agudos con corticosterona (5 0
10 mg/Kg) inducen un aumento en la expresion de NCAM en la corteza frontal 8 y 24 horas después
de lainyeccion subcuténea de corticosterona (Sandi y Loscertales, 1999).

Ademas, también existen evidencias de que la corticosterona puede modular la siaizacion de
NCAM ya que (i) en cultivos celulares, la corticosterona es capaz de modular la expresién de
determinadas sialotransferasas (Coughlan y Breen, 1998; Maguire y cols, 1998). En relacion con este
hecho, es interesante sefidar que los niveles plasméticos de 2,6-a-siaotransferasa estan elevados en
determinados desordenes psiquiétricos, en los que existe una disregulacion del e HHA 'y deficiencias
de memoria (Maguire y Breen, 1995; Maguire y cols, 1997) (ii) Ademés, como se resefid con
anterioridad, se sabe que los glucocorticoides inhiben la polisaizacion de NCAM en @ hipocampo
(Rodriguez y cols, 1998). Sin embargo, la adrenalectomia no incrementd la expresion de PSA-NCAM
en e giro dentado de ratas envejecidas (Montaron y cols, 1999).

1.8.4. Efectos neurales del estrés cronico y mecanismos implicados

Ta como se resefid con anterioridad, € hipocampo es una region rica en receptores de
glucocorticoides, que esta sujeta a procesos de plasticidad neurd (para revision consultar Fucks y
Flugge, 1998) y es capaz de responder a la accion de diversas hormonas, incluidos los
glucocorticoideas (McEwen y Sapolsky, 1995). De hecho, € hipocampo es especiamente vulnerable a
la accion de a las hormonas glucocorticoideas (para revision consultar Sapolsky, 1996, 2000), sobre
todo en una Stuacién de exposicion cronica a las mismas, donde se dtera @ mecanismo de
retroalimentacion negativa del ge (Sapolsky y cols, 1986).

Los glucocorticoides pueden contribuir a la atrofia dendritica hipocampa que existe durante e
envgecimiento norma (para revison consultar McEwen y cols, 1999; Sapolsky, 2000), ya que se ha
visto que, durante € envejecimiento, los niveles elevados de cortisol predicen la atrofia hipocampd y
los déficits de memoria en humanos (Lupien y cols, 1998). Ademas, en patologias que cursan con
hipercortisolinemia, como depresién, o sindrome de Cushing, se ha observado una reduccion en €
volumen del hipocampo, que correlaciona con los elevados niveles de cortisol plasmético (Brown y
cols, 1999).



En este sentido, se ha visto que ratas sometidas a estrés crénico, 0 que se trataron con
corticosterona durante 21 dias, muestran una atrofia de las dendritas apicades en CA3 (Watanabe
1992a; Magarifios y cols, 1996; McEwen, 1997). Varias evidencias proponen que los glucocorticoides
podrian gercer dicha atrofia dendritica a través de la excitoxicidad mediada por la activacion
permanente de los receptores de NMDA, por glutamato, ya que (i) € pico de corticosterona coincide
con la eevacion de los niveles de glutamato en € hipocampo (Stein-Behrens y cols, 1994; Venero y
Borrel, 1999). Ademés, la adrendectomia impide la liberacién de glutamato (Lowy y cols, 1993;
Moghadam y cols, 1994), y (ii) los esteroides adrenales modulan la expresion de receptores de NMDA
en @ hipocampo, ya que la exposicion cronica a glucocorticoides aumenta la expresion de los mRNA
dd receptor de NMDA (tanto de NR2A, como NR2B) (Weiland y cols, 1997). (iii) Recientemente,
estudios de microscopia eectrénica, han demostrado que e estrés cronico dtera la morfologia de las
fibras musgosas presindpticas, produciendo una reorganizacion de las mismas en € estrato lucido del
area CA3 hipocampa (Magarifios y cols, 1997), en las que se han identificando receptores
presindpticos de kainato, que producen la liberacion de glutamato (Malva y cols, 1998). Ademés, la
atrofia de las dendritas apicales en CA3 inducida por estrés cronico y tratamientos cronicos con
corticosterona, se previene mediante la administracion tanto de antagonistas de receptores de NMDA -
como la fenitoina- (Watanabe y cols, 1992b; Reagan y cols, 1999), como de agonistas de receptores de
GABA -benzodiazepinas- (Magarifios y cols, 1999) o de inhibidores de la recaptacion de serotonina
(McKittrick y cols, 2000).

Frente a la reversibilidad del dafio hipocampa producido por situaciones de estrés en torno a 34
semanas, S la situacion de estrés cronico mantenido es superior a 3 meses se produce, hormalmente,
una atrofia dendriticay muerte neuronal irrevervible (McEwen, 1998).

1.8.5. Implicaciones del estrés cronico en paradigmas conductuales de

aprendizaje y memoria

A continuacion, se indican algunas de las evidencias existentes en la literatura sobre los efectos
que gerce € estrés cronico en ratas que se entrenaron en diversos paradigmas conductuaes. Dichos
efectos dependen, entre otros factores, del tiempo de exposicion a estimulo estresor cronico. Parece ser
gue existe una vulnerabilidad diferenciad a estrés cronico en dos test dependientes de hipocampo,
como son € condicionamiento del miedo a contexto y € laberinto acuético de Morris. En esta linea,
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ratas estresadas cronicamente muestran un aumento en € condicionamiento de miedo a contexto bgjo
estrés cronico, independientemente de la atrofia dendritica que se produce en CA3 (Conrad y cals,
1999). Sin embargo, ratas estresadas cronicamente mostraban déficits de aprendizgje espacia para
locdlizar la plataforma en una nueva ubicacion en € laberinto acuético de Morris (Cordero y cals,
1999). De forma interesante, un reciente estudio ha puesto de manifiesto que la reorganizacion de
singpsis que acontece después del dafio inducido por estrés crénico en e hipocampo correlaciona con
una mejora del aprendizaje espacia en e laberinto acuético de Morris (Sousay cols, 2000).

Por otro lado, se ha visto que la exposicion a elevados niveles de corticosterona durante 3
meses produce déficits de aprendizaje espacial en € laberinto acuético de Morris en ratas enveecidas,
pero no en ratas jovenes (Bodnoff y cols, 1995). Ademas, se ha visto que € estrés cronico dificulta el
aprendizaje espacial en d paradigma del laberinto en Y, sendo dicho efecto revertido por la
administracion de tianeptina (Conrad y cols, 1996).

1.8.6 Efectos del estrés crénico sobre la expresion de moléculas de

adhesion celular neural

Sandi y Loscertales (1999) han puesto de manifiesto que cuando se inyecta subcutaneamente
corticosterona durante 21 dias (a una concentracion de 10 mg/Kg), se observa un descenso significativo
de la expresién de NCAM en la corteza prefrontal, cuando se evaua dicha expresiéon 24 horas después
de la tltimainyeccion (Sandi y Loscertales, 1999). Por otra parte, como consecuencia de la exposicion
subcrénica durante 7 dias o crénica durante 21 dias mediante pellets de corticosterona (a 150 mg/K g)
se ha puesto de manifiesto la existencia de un descenso en la fucosilacion de glicoproteinas en el

hipotdamo (Venero y cols, 1996).
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2. PLANTEAMIENTOS Y
OBJETIVOS
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2. PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS

Bésicamente, los experimentos de esta Tesis, se han planteado con objeto de
estudiar la posible modulacion que pudiera gercer € estrés sobre la expresion de
moléculas de adhesion celular (CAMs) en las diferentes areas cerebrales, en ratas que
se entrenaron en e paradigma del condicionamiento del miedo a contexto (CMC),
bajo un estrés intrinseco ligado a la tarea de aprendizaje. También se estudiaron los
posibles efectos de un protocolo de estrés cronico por inmovilizacion sobre la
expresion de CAMs (en diversas areas cerebrales) en ratas sometidas ainmovilizacion
y/o entrenadas en e CMC. A continuacion, se detallan estas dos diferentes lineas de

trabgjo.

1/ Dado e importante papel que desempefia €l estrés en la adquisicion y en la consolidacion de
la memoria (Sandi, 1998), se estudio la posibilidad de que € estrés intrinseco, ligado a la tarea
de aprendizaje en las ratas entrenadas en e CMC bgjo diferentes grados de estrés (0,2, 0,4y 1
mA de intenddad del choque déctrico utilizado en @ condicionamiento como estimulo
incondicionado), pudiera gercer una modulacién sobre la expresion de diversas CAMs
(NCAM, su forma polisidizada PSA-NCAM vy L1) en distintas areas cerebrales (hipocampo,
amigdala, edtriado, corteza frontal e hipotdamo). Dado que e CMC es un paradigma
conductual dependiente de hipocampo, se presto especia interés a estudio en esta region. La
expresion de dichas CAMs se estudio en singptosomas mediante la técnica de ELISA, y alos
diferentes tiempos seleccionados de nuestro estudio, es decir, 12 y 24 horas después del
entrenamiento de las ratasen el CMC.

2/ Una vez conocidos los resultados obtenidos mediante la técnica de ELISA para € objetivo
1, que no mostraron & aumento esperado en la polisidizacion de NCAM 12 horas post-
entrenamiento, como mecanismo general asociado ala consolidacion de la memoria, se planted
un estudio inmunohistoquimico. El objetivo consistio en determinar s, mediante dicha técnica,
podriamos detectar una frecuencia de polisiaizacion incrementada como consecuencia del
entrenamiento, cuando ésta se estudio en un poblacion celular restringida al borde entre la capa
polimérfica granular y @ hilus del giro dentado, tal como se ha relatado en otros paradigmas
conductuales (Murphy y cols, 1996; Murphy y Regan, 1999). En concreto, se estudio la
posibilidad de que la expresiéon de la forma polisializada de NCAM, 12 horas después ddl
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entrenamiento en e CMC, bgjo diferentes grados de estrés intrinseco ligado a la tarea de
gprendizgje (grupos de 0,2, 04 y 1 mA), pudiera modularse diferencidmente en la capa
polimorfica granular del giro dentado/hilus.

3/ Con objeto de estudiar las posibles implicaciones cognitivas de los hallazgos obtenidos en
los experimentos dirigidos a evduar € objetivo 2 (en los que se mostré una polisidizacion
diferencial en los grupos condicionados de 0,4 y de 1 mA), se disefié un experimento, en € que
las ratas se entrenaron en dos paradigmas conductuales diferentes -CMC y laberinto acuético
de Morris-. Con dicho disefio, se pretendio evaluar s @ entrenamiento en € condicionamiento
del miedo d contexto a las intensidades de 0,4 y de 1 mA, podria afectar diferenciamente la
memoria para otro tipo de procesamiento de la informacion, en ratas que acababan de ser
entrenadas en el laberinto acuético de Morris.

4/ Ademés, se estudio la posibilidad de que la corticosterona, liberada como consecuencia del
entrenamiento, pudiera modular (revertir) la expresion hipocampa de NCAM y de su forma
polisdizada, inducida por € condicionamiento de miedo, 12 horas pogt-entrenamiento.
También, se abordé desde una perspectiva conductua, la posibilidad de que la metirapona
pudiera atenuar la formacién de la memoria del condicionamiento del miedo. Para dlo, se
disefié un experimento, en d que se inhibio la liberacion plasmética de corticosterona mediante
la administracion subcutanea de metirapona a 100 mg/Kg (90 min pre-entrenamiento), con
objeto de evaluar (i) s las memorias de miedo condicionado eran atenuadas en ratas que se
entrenaron en e CMC, bgjo un estrés intrinseco intenso (a1 mA de intensidad), asi como (ii) la

posible modulacion por dicho tratamiento de la expresion de CAMs en e hipocampo.

También se midieron los niveles de corticosterona en todos los estudios para evduar s existia
agun tipo de relacion entre los niveles de dicho esteroide y la expresién de moléculas de
adhesion celular neural.

5/ En otra linea, dado que € estrés cronico induce una atrofia dendritica en las neuronas
apicales de CA3 en ratas (Magarifios y cols, 19953, Magarifios y cols, 1999), que podria
reflgjarse en posibles alteraciones conductuales, se estudiaron los posibles efectos que € estrés
crénico y/o e condicionamiento del miedo a contexto pudieran inducir sobre la expresion de
moléculas de adhesion celular neura en las regiones cerebrales analizadas en nuestro estudio
(hipocampo, amigdaa, corteza frontal, estriado e hipotdamo). Para ello, seguimos un
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protocolo de estrés crénico por inmovilizacion (21 dias de duracion y con una frecuencia diaria
de 6 horas) y/o entrenamiento subsiguiente en el test de condicionamiento del miedo d
contexto, evaluandose, 24 horas después del entrenamiento, la expresion de CAMs (NCAM, su
forma polisdizada, PSA-NCAM, y L1) en las diferentes regiones cerebrales analizadas.

También se estudio € impacto del estrés cronico sobre las variables conductuales y fisiolégicas

(el peso corpord y € peso relativo dd timo).
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3. MATERIALES Y METODOS
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3.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron exclusvamente ratas macho de la cepa Wistar Ratus novergicus albinus),
adquiridas tanto en la Facultad de Medicina de la Universidad Complutense de Madrid, como en la
empresa Harlan Ibéricay se mantuvieron en €l animaario del Dpto de Psicobiologia de la UNED. Las
ratas pesaron 150-170 gramos a su llegada a estabulario, y se mantuvieron en grupos de tres animales
por jaula, en ciclos de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad (con € comienzo de lafase de luz alas
07:00 horas de la mafiana), y a 22 + 2 °C de temperatura, con acceso libre a agua y comida. La
aimentacién consistio de una dieta solida de pienso compuesto. El agua se administré de forma

automética por succion de los biberones.

Las ratas se estabularon en grupos de 34 animales por cgja, cuyo fondo se cubrié por wna capa
abundante de serrin con € objeto de proporcionar un buen grado de absorcion de elementos liquidos.
En e experimento en e que las ratas se sometieron a estrés cronico (estrés extrinseco), €
procedimiento de estrés comenzd cuando las ratas tenian un peso aproximado de 350 g + 25 g. Las
ratas se pesaron semanamente. Aproximadamente cinco semanas después de su llegada al laboratorio,
se sometieron a un corto periodo de manipulacion durante los cuatro dias previos a comienzo del

experimento.

Los experimentos conductuales se realizaron en la mayoria de las ocasiones entre las 8:00 y las
14:30 horas (exceptuandose agunas de las pruebas realizadas para estudiar las consecuencias
neurobioldgicas y conductuales 12 horas después del entrenamiento), minimizandose en la medida de
lo posible @ sufrimiento de los animales en base a las directrices dd Consgo de la Comunidad

Econdmica Europea.
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3.2. PROCEDIMIENTOS BIOQUIMICOS

3.2.1. Procedimiento de diseccion de las diferentes regiones cerebrales

En el fotomontaj e adjunto seindican los pasos seguidosen la diseccion decada unadelas
regiones cer ebrales estudiadas en esta tesis (Ver fotomontaje de lafigura 1)

Figura 1. Tras extraer el cerebro completo de la caja craneana (pasos a-e), se obtiene el
Hipotalamo (pasos f-g), la corteza frontal (pasos h-i), el estriado (paso i), asi como el

Hipocampo (pasos k-fi) y la amigdala (paso o). Todas las regiones se almacenaron en eppendorfs a
80 ° C para su posterior procesamiento.

(Ceb= Cerebelo Hy= Hipotadlamo, CF= Corteza frontal, Hp= Hipocampo, Amig= Amigdala).



3.2.2. Proceso de obtencién de sinaptosomas crudos por centrifugacion

diferencial

Se procedié a homogeneizar cada una de | as regiones cerebral es diseccionadas con la ayuda de
un homogeneizador manual de crista, de 1 ml de capacidad. Para ello, se introduce € tgjido in situ en
e fondo ded mismo con la ayuda de una pipeta Pasteur de plastico, y con € émbolo de
homogenei zador se rompe -homogeneizacion en un volumen de tampon Krebs de lisis a pH=7 (de 0,5
a1l ml segin la muestra), que esta congtituido por sacarosa 0,32 M, HEPES 5 mM y un coctel de
inhibidores de prateasas (Complete TM, Boerhinger Mannheim Espafia; 1 padtilla de inhibidor por
cada 50 ml de tampon).

A continuaciéon, se homogeneiza cada &rea cerebra en dicho tampon de lisis. Se reserva una
alicuota de 50 m del homogenado para posteriores determinaciones bioquimicas. Seguidamente, se
afade € volumen de homogenado obtenido a un tubo de centrifuga Beckman con € tampon de lisis y
se centrifugan los homogenados a 3500 r.p.m (1000 g) durante 5 minutos, y a 4 °C de temperatura.
Tras la centrifugacion, se recoge e sobrenadante en un nuevo tubo Beckman de centrifuga, que se
vuelve a centrifugar a 20.000 r.p.m (32500 g) durante 15 minutos, a 4 °C. Después de este segundo
centrifugado, se resuspende € sedimento final obtenido en tampdn fosfato sdlino a pH=7, que lleva
disuelto inhibidores de proteasas, y se dmacena a -80 °C para posteriores determinaciones

bioquimicas.

Reactivos e instrumentacion utilizados:

- Heparinal % (ROVI, referencia 20094-D 919).

- Sacarosa Ci,H»,041 (sucrosa, a-glucopranosil-b-fructofurandésido, Sigma, referencia S-8501).

- Tampdn Hepes (N-[2-Hidroxietil] piperazina-N’ -[&cido etanosulfonico], Sigma, referencia H-

3375).

- Coctel deinhibidores de proteasas (Complete TM, Boehringer Mannheim, referencia 1836 145).

- Tampon fosfato salino (1 ml de tampdn fosfato salino contiene 2,67 g de Na,HPO, x 2H,0, 2,07 g de
NaH,PO,x H,0, y 7,02 g de NaCl).

- Na;H,PO,x H, 0 (Panreac, referencia 141679).

- Na;HPO, x 2H, 0 (Fluka, referencia 71645).

- Multipipeta dispensadora Eppendorf Plus (Eppendorf , referencia 10224900).
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- Pipetas automaticas Gibson de volumen variable p20 (1-20 mi), p200 (1-200 nt) y p1000 (1-1000 ).
- NaCl (Panreac, referencia 141659).

- Puntas desechables para pipetas autométicas Gibson (Dadab, Espafia).

- Homogenizador de cristal de 1 ml de capacidad (Gebson, U.K).

- Pipetas Pasteur de 1 ml de pléstico desechables (Panlab).

- Multipeta dispensadora Eppendorf Plus (Eppendorf, referencia 10224900).

- Placas Falcon de poliestireno y fondo plano (Beckton Dickinson referencia 353915).

- Centrifuga Beckman (Beckman JA 20, rotor JA21-21).

- Tubos de centrifuga Beckman.

- Eppendorfsde 1 ml.
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Homogeneizacion del Tejido (lisis en tampdn de Krebs)

Centrifugacion a 3500 r.p.m. 4° C, 5 minutos

Sobrenadante Pellet P1 (sedimento)

Pellet final = sinaptosomas

Resuspension en tampdn fosfato salino +
inhibidores de proteasas

Figura 2. Esquema que muestra el proceso de obtencidn de sinaptosomas en las diferentes regiones

cerebrales mediante centrifugacion diferencial.



3.2.3. Determinacioén de la concentracién de proteinas por el método de
Bradford

La concentracion de proteinas se determind antes ce realizar los ELISAS, ya que se cargaron
entre 510 ny/ml de proteina total de los sinaptosomas en las placas Falcon de ELISA, en funcién del
tipo de molécula de adhesion celular a determinar. El ensayo de Bradford se realizé mediante un Kit
comercid de determinacion de proteinas (BioRAD, Referencia Cat 500-0006), un ensayo de unidn
basado en e cambio diferencial de color en respuesta a concentraciones variables de proteina. Este
ensayo se basa en e cambio diferencia de absorbancia producido cuando e compuesto azul brillante
de Comasiee (G-250 o reactivo de Bradford), reacciona con |os residuos aminoacidicos de |as proteinas
y Se une, principalmente, a aminoécidos basicos y aromédticos, con |o que se produce un cambio de
absorbancia de 465 nm a 595 nm. Bradford demostré que € coeficiente de extincion molar del
complejo formado por la albimina (patron) es constante durante un rango de concentracion de 10
veces, con |0 que se asegura un apropiado ratio de concentraciones en la linealidad del patrén. Por
tanto, la variacion de color sera directamente proporciona a la cantidad de proteina existente en
nuestra muestra, hasta e rango de linealidad del ensayo (Ultimo punto del estandar).

Para la determinacion de la concentracion de proteinas se cargan 10 ni de un estandar de
concentraciones crecientes de albimina en un rango de recta patron de 50 a 500 ng/m (50, 100, 150,
200, 250, 300, 400 y 500 ng/m de un patréon de albimina), o0 10 m de las muestras a determinar en
cada pocillo de la microplaca. A continuacion, se afiaden 200 m del reactivo de Bradford (previamente
diluido 1.5 en agua MiliQ, y filtrado con papel de filtro en un embudo). Se dgja incubar a temperatura
ambiente durante un tiempo maximo de 60 minutos, después dd cua, se procede a la lectura
densitométrica en un lector de microplacas (Digiscan 3.0, Biogen), utilizando un filtro de longitud de
onda de 595 nm. En € aparato lector, las muestras son agitadas mecanicamente, durante 10 segundos
y, a continuacién, e espectrofotdmetro mediante € software Digiwin 3.0 da la medida de la
absorbancia para cada una de las muestras. Por tanto, la concentracion de proteinas de las muestras
problema se obtiene calculando la recta de regresion, e interpolando € valor de la absorbancia de las
muestras que nos da € espectrofotdmetro en dicha curva patron. De esta manera, se calculara la
concentracion de proteinas existente en cada muestra, asi como € volumen a cargar de las mismas en
laplacade ELISA.
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Compuestos e instrumentacion utilizados:

Kit de proteinas de BIO-RAD (Bio-RAD Proteina Assay, Cat 500-0006).

- Edténdares de abumina (50, 100, 150, 200, 250, 300, 400 y 500001 ng/ml).

- Microplacas de pléstico de fondo concavo (Dadab, Espaiia).

- Coctd de Inhibidores de proteasas libre de EDTA (Boeringher Manheim, referencia 1873580).
- Puntas desechabl es para pipetas autométicas Gibson p20, p200, p1000.

- Multipeta dispensadora Eppendorf Plus (referencia 10224900).

- Papd defiltro y embudo.

- Puntas para pipetas automaticas.

- Espectrofotometro (Digiscan, Biogen Cientifica S.L), con e software acoplado Digiscan 3.0.

- Software Excel 7.0 (Microsoft Office 97).

3.2.4. Determinacion de los niveles plasmaticos de corticosterona

mediante radioinmunoensayo

Tras € sacrificio de las ratas mediante decapitacion con la gillotina, se recogio la sangre en tubos a
los que se afade previamente heparinad 1 %. Tras equilibrar los tubos con una balanza, se centrifugan
a 1600 g, con una temperatura de 4 °C, durante 10 minutos, y se recoge e sobrenadante resultante
(plasma) con una pipeta Pasteur de plastico. A continuacion, se amacena a -80 °C para posteriores
determinaciones de los niveles plasméticos de corticosterona mediante un kit comercid de
radioinmunoensayo (Roat Coat A, Diagnosis Products Corporation, CA, USA).

Este kit para la determinacién de corticosterona lleva fijado e anticuerpo en las paredes de los
tubos de polipropileno. Se cargan 50 nmiJ de cada estandar o bien de plasma en cada tubo. A
continuacion, se afilade 1 ml del antigeno radiactivo y se incuba durante 2 horas a temperatura
ambiente. Posteriormente, se decanta el sobrenadante para separar € antigeno ligado del libre. Se mide
laradiactividad ligada (1'*°) en un contador gamma.

El fundamento de esta técnica radica en la adicion a una muestra (en este caso plasma, cuya
concentracion de corticosterona queremos determinar) de una cantidad conocida de anticuerpo frente a

dicha hormona y de una cantidad conocida de hormona marcada radiactivamente, que compite con la
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hormona no marcada para unirse a anticuerpo (ver figura 3). Por tanto, € radioinmunoensayo (R.I.A)
se basa en que la hormona de la muestra (antigeno a determinar) compite con la hormona marcada
radiactivamente (antigeno marcado radiactivamente) por ocupar un nimero limitado de lugares de
acoplamiento de un primer anticuerpo especifico. Es decir, la cantidad de hormona presente en €l

plasma se determina en funcion de la cantidad de hormona radiactiva desplazada. Asi, dadas las
caracteristicas de este ensayo, cuanto menor sea la radiactividad de la muestra, mayor es la cantidad de
hormona no marcada presente en la muestra frente a la marcada, puesto que por ensayo de unién

competitivo se une menor cantidad de hormona marcada con 1'% a anticuerpo.

E+D_,

Anticuerpo Hormona Complejo
presente en Hormona-
la muestra Anticuerpo

L

I =0 Bl N
DR

L
000 -

Anticuerpo Hormona Complejo Hormonaen Competencia
radiactiva Anticuerpo la muestra por el primer
Hormona anticuerpo
radiactiva

Figura 3. Esquema ilustrativo del fundamento del radioinmunoensayo, donde se

muestra el ensayo de competicion del primer anticuerpo.



El contador gamma nos da la emisién radiactiva en cuentas por minuto (c.p.m) de cada uno de
los estandares y de las muestras problema. Mediante |a representacion de las c.p.m de cada punto del
estdndar en ordenadas frente a logaritmo de la concentracion de hormona esténdar, se obtiene una
curva patron de concentraciones crecientes. Mediante la interpolacion del valor en cuentas por minuto
de las muestras problema sobre la recta patrén, se obtiene la concentracion de corticosterona de las
muestras problema. A continuacién se indica esquematicamente @ fundamento del RIA:

Compuestos e instrumentacion utilizados:

- Heparinasbdical % (referencia ROVI 20094-D 919).
- Tubos paralarecogida de la sangre.

- Tubos de polipropileno.

- Estandares de corticosterona (Diagnosis Products Corp., U.S.A).
- Anti-corticosterona (Diagnosis Products Corp., U.S.A).
- |-corticosterona (Diagnosis Products Corp., U.SA).
- Pipetas de volumen variable entre 10 m y 1000 ni.

- Puntas desechables para pipeta

- Vortex (Selecta J.P, referencia 7000243).

- Congelador de—80° C.

- Centrifuga Beckman JA21.

- Contador gamma.

- Gradillasy papd defiltro.

- Cloruro sadico a 0,9 % (Panreac, referencia C-4780).

3.2.5. Determinaciéon de los niveles de moléculas de adhesién celular

mediante la técnica de ELISA

3.2.5.1. Fundamento de la Técnica de ELISA

Existe una diversidad de técnicas de ELISA parala deteccion de antigenos solubles o proteinas
de membrana (Vater y cols, 1995). Latécnicade ELISA, se basa en que € antigeno a determinar (en
este caso, moléculas de adhesion celular neural) es reconocido especificamente por un anticuerpo



primario. A su vez, este anticuerpo primario es reconocido por un anticuerpo secundario, que esta
conjugado con la actividad enzimética de tipo peroxidasa (POD); de ta manera que, mediante ésta
actividad enzimética, e agua oxigenada (H.0,) presente en & tampon, se desdobla en H,0 y oxigeno
molecular (O,), € cua produce una reaccion colorimétrica, como consecuencia de la oxidacion del
sustrato ortofenilendiaminofosfato —OPD-. Esta reaccion se ve favorecida por € pH écido del medio,
puesto que la actividad catalasa y peroxidasa es Optima en un rango de pH comprendido entre 4,5-5,2.
Findmente, la intensidad de la reaccion colorimétrica, se cuantifica por espectrofotometria mediante la
lectura de |a absorbancia a 495 nm de longitud de onda en €l lector de microplacas.

Antigeno (CAMs)

0‘)

Anticuerpo Secundario

Figura 4. Representacion esquematica del fundamento de las técnicas de ELISA
(CAMs= Moléculas de Adhesion celular Neural, OPD= Ortofenildifosfato).

3.2.5.2. Caracteristicas de los anticuerpos empleados para la determinacion

de moléculas de adhesion celular mediante la técnica de ELISA, y ensayos de

tritiacion de los anticuerpos

A continuacion, se indican brevemente las caracteristicas de los anticuerpos primarios y
secundarios utilizados para la determinacion de moléculas de adhesidn celular en esta tesis, asi como

los ensayos de tritiacion de los mismos.



3.2.5.2.1. Anticuerpos primarios:

Anticuerpo policlonal dirigido contra NCAM: Este anticuerpo policlona desarrollado
en congjo, reconoce especificamente las tres isoformas de NCAM en rata (NCAM 120, NCAM
140 y NCAM 180 Kda), aunque también muestra una reactividad cruzada con NCAM murino y de
humanos, asi como con queratina. Para evitar esta unidn inespecifica, se incuba con 1 m de
queratina (Sigma Aldrich, ref. K0253). El anticuerpo esté purificado por precipitacion en sulfato
amonico, sendo més del 90% inmunoglobulina G, y didizado contra 0,1 M de CINa, y de &zida
sodica 15 mM. El rendimiento que se obtiene por este método es de 15-30 mg de proteina/ml. Este
anticuerpo fue generosamente donado por la Profesora Dra. E. Bock (Bock y cols, 1987; Ibsen 'y
cols, 1983).

Anticuerpo monoclonal contra la forma polisializada de NCAM, PSA-

NCAM: Este anticuerpo se desarrollé en raton por inyeccion de la capsula de Meningococos B
(clon Men B 1-2 b). Condtituye un anticuerpo monoclonal de tipo inmunoglobulina M, que
reconoce nucleos de é&cido neuraminico -0 &cido polisdico superiores a 10 residuos. Este
anticuerpo funciona en diversas especies, entre las que se incluyen € ratén y la rata. El anticuerpo
fue diluido 1:2 en glicerol para preservar su estabilidad durante € amacenamiento a 80 °C. Este
anticuerpo fue generosamente donado por la Profesora Dra G. Rougon (Rougon y cols, 1986;
Duboisy cols, 1995).

Anticuerpo monoclonal contra L1 (Boerhinger Mannheim, Espafia): Este anticuerpo
comercia reconoce especificamente € antigeno L1, y se obtiene por inmunizacion de cepas de
ratas Sprague-Dawley con una fraccion glicoproteica de cerebelo de ratones C57BL/6J (Lindner y
cols, 1983). El anticuerpo, que se presenta liofilizado en el envase, se purificd por cromatografia de
intercambio i6nico, y esta disueto en un medio congtituido por tampon fosfato salino, con 50
mmol/l de CaCl, rafinosa5 mg/ml y azida sbdicaa 0,09 % (peso volumen), a pH=7,5.



3.2.5.2.2 Anticuerpos secundarios:

Anticuerpo secundario Anti conejo Ig G conjugado con peroxidasa:
antisuero se desarrollé en cabra utilizando 1g G como inmundgeno. Este anticuerpo, que esta
conjugado con peroxidasa se suministra en un tampon fosfato slino 0,01 M, apH=7,4,y 0,01 %
de trimerosal como preservante. Dicho anticuerpo se utilizd en los ensayos en los que se determind
NCAM.

Anticuerpo secundario Anti rata Ilg G-OPD Fragmento Fab: (Boerhinger
Manheim). Este anticuerpo comercia se obtiene por inmunizacion en oveja con inmunoglobulina
de rata, siendo purificada del suero de oveja por cromatografia de intercambio. Los fragmentos
Fab, obtenidos por digestién con papainas, estén acoplados con peroxidasa, y € conjugado esta
estabilizado en tampon Tris-Hepes, inmunoglobulina bovina 0,4 % (peso/volumen), a pH=7,2y se
presenta liofilizado en € envase, a una concentracion aproximada de 0,5 mg/ml. Este anticuerpo
reacciona con todas las clases y subclases de inmunoglobulina G, aunque muestra una ligera
reactividad cruzada (menor del 0,1 %) con inmunoglobulina bovina, de congo, y de cabra. Este

anticuerpo se utilizo en los ensayos de determinacion de L 1.

Anticuerpo secundario Ig M (Sigma Aldrich). Este anticuerpo se desarroll6 en cabra,
usando inmunoglobulina M de ratbn como inmundgeno. Este anticuerpo lleva conjugado
peroxidasa de tipo IV (Sigma, referencia R8375) por una modificacion del método de peryodato
de Wilson y Nakane. Este conjugado se suministra en una solucién 0,01 M de tampon fosfato
salino a pH=7,4, y contiene un 1 % de abumina bovina séricay trimerosal como preservante. Este

anticuerpo se utilizd en los ensayos de determinacion de PSA-NCAM.

3.2.5.3. Ensayos de tritiacion de los anticuerpos para moléculas de

adhesion celular neural

A continuacion, se indican los ensayos de tritiacion para cada una de las moléculas de adhesidn

celular neural, reglizados en singptosomas de hipocampo, estudiadas en esta tess.

87



Tritiacion de la molécula de adhesién celular neural, NCAM

Para el ensayo de tritiacion dd anticuerpo policlonal de NCAM, se utilizaron como condiciones de
antigeno las concentraciones de 2,5, 5, 10 y 20 ng/ml, y las concentraciones de 1:1000, 1:1500, y 1:300
de anticuerpo policlona de NCAM, asi como dos concentraciones de anticuerpos secundario a 1:500 y
1:1000. En las figuras 5 y 6 se representan las absorbancias obtenidas para la tritiacion del anticuerpo
policlonal para NCAM, con objeto de seleccionar la condicion mas idonea para la redlizacion de los
ELISAs.

3 m2,5 microgramos/ml 5 microgramos/mi

x 10 010 microgramos/ml 20 microgramos/ml
E 1200+
c
S 10001
N
© 800
(&)
T 600
2
S 400 I_‘ !‘
o]
<< 200

1:1000 1:500 1:300

Concentracién del primer anticuerpo monoclonal
para NCAM

Figura 5 En la figura adjunta se indican las absorbancias obtenidas en el
ELISA para varias condiciones

de tritiacion, con concentraciones de anticuerpo primario (1:1000, 1:500 y
1:300), cuando se utiliza una concentracion para el anticuerpo secundario Ig
G-OPD fragmentos Fab de 1:500.

M 2,5 microgramos/ml 0 5 microgramos/ml
x 1073 O 10 microgramos/ml 20 microgramos/ml
‘E 880 1
§ 780 1
S 680 1
.g 580 -1
S 4801
2 380
o
< 180
1:1000 1.500 1:300

Concentracién del primer anticuerpo monoclonal
paraNCAM.
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Figura 6. En la figura adjunta se indican las absorbancias obtenidas para la
tritiacion de NCAM con varias concentraciones de anticuerpo primario
(2:1000, 1:500 y 1:300), cuando se utiliza una concentracion 1:1000 de
anticuerpo secundario de tipo fragmentos Fab Ig G-OPD.

Por tanto, en base a los experimentos de tritiacion del anticuerpo policlonal de NCAM, se

seleccionaron las siguientes condiciones experimentales:

Antigeno=5 ng/m.
Anticuerpo primario= 1: 300.
Anticuerpo secundario= 1: 500.

Tritiacion para la forma polisializada de NCAM, PSA-NCAM

Pararedizar € ensayo de tritiacion de la forma polisidizada de NCAM, PSA-NCAM, se utilizaron
cuatro concentraciones de antigeno: 25, 5, 10 y 20 ng/ml de proteina, con las condiciones de
anticuerpo primario para PSA-NCAM de 1:500, 1:300 y 1:150, mientras que para € anticuerpo
secundario de tipo inmunoglobulina M se tritiaron las diluciones de 1:500 y 1:1000. Los vdores

obtenidos para los dos ensayos de tritiacion se representan en lasfiguras 7y 8.

m 2,5 microgramos/ml [ 5 microgramos/ml

x 10 3 O 10 microgramos/ml 20 microgramos/ml
650 -
T 600
c 550 -
§ s
T 450 -
2 )
o 350 A
g 300 -
< 250 -

1:500 1:300 1:150

Concentracidn del anticuerpo monoclonal
para PSA-NCAM
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Figura 7 Ensayo de tritiacion para el anticuerpo monoclonal de PSA-NCAM,
cuando se utilizaron las concentraciones de antigeno de 2,5, 5, 10 y 20 ng/ml, y
diluciones de 1:500, 1:300 y 1:150 para el monoclonal de PSA-NCAM y de 1:500
para el anticuerpo secundario de tipo inmunoglobulina M.

2,5 microgramos/ml M5 microgramos/ml
x10°° O 10 microgramos/ml 20 microgramos/ml
530
€ 490 1
c
S 450 A
N
s 410 -
2
& 370 A
5 330 A
3 290 -
<
250 -
1:500 1:300 1:150

Concentracién del anticuerpo monoclonal
para PSA-NCAM.

Figura 8 Ensayo de tritiacion del anticuerpo monoclonal para PSA-NCAM
en sinaptosomas de hipocampo, en el que se utilizaron concentraciones de
2,5, 5, 10 y 20 ng/ml de antigeno, y concentraciones de 1:500, 1:300, 1:150
para el anticuerpo monoclonal de PSA-NCAM, utilizdndose una dilucién de
1:1000 para el anticuerpo secundario de tipo inmunoglobulina M.

Por tanto, a partir de los resultados obtenidos en los ensayos de tritiacion, se seleccionaron las
siguientes condiciones paralaredizacion de los ELISAs de PSA-NCAM:

Concentracion del antigeno a cargar en la placa= 10 ng/ml.
Concentracion del primer anticuerpo=1: 300.

Concentracion del segundo anticuerpo=1: 1000.



Tritiacion de la molécula de adhesién celular neural L1

La tritiacién para € anticuerpo monoclona de L1 se realizd con concentraciones crecientes de
antigeno (2,5, 5, 10 y 20 ng/ml) en singptosomas crudos de hipocampo, y se €igié una concentracion
de anticuerpo primario de 10 ng/ml, asi como una dilucién 1:500 de anticuerpo secundario Anti-ratalg
G-OPD, de acuerdo con las recomendaciones previas del fabricante. En la gréfica 9 se indican las
absorbancias obtenidas a 492 nm.

m 2,5 microgramos/ml 0 5 microgramos/ml
x 1072 10 microgramos/ml 20 microgramos/ml
1200
IS
<
S L
< 1100
©
©
8 1000}
2
o
[%]
2 900

Concentracion del primer anticuerpo= 10 mg/ml

Figura 9. En la figura adjunta se indican las absorbancias obtenidas
a 492 nm para el ensayo de tritiacion de L1.

Por tanto, la concentracion elegida para la realizacion de los ELISAs para L1 fue de 10 ng/ml

de antigeno, 10 ng /ml para e anticuerpo monoclonal, y de 1: 500 para e anticuerpo secundario.

Resumiendo, en la figura adjunta nimero 10 se indican las condiciones de antigenos y de
anticuerpos seleccionadas a partir de los ensayos de tritiacion redlizados para cada molécula de
adhesion celular neural estudiada:
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Concentracion Concentracion de Concentraciéon de anticuerpo

de antigeno Amticuerpo primario secundario
NCAM 5 ng/ml NCAM policlonal (E. Anti conejo Ig G Peroxidasa
(Todas las Bock). conjugado.
isoformas): Dilucién 1: 300. Dilucién 1: 500

(Sigma aldrich, Ref. A-0545).

PSA-NCAM 10 ng/ml Monoclonal para PSA- Ig M anti-ratén Peroxidasa
NCAM. conjugado
(donado por Dr. Rougon). (cadena mu). Dilucién=1: 1000.
Dilucién=1: 300 (Sigma Aldrich, ref. A-8786.)
Antigeno 10 ng/ml Monoclonal para L1 (10 Anti rata Ig G Peroxidasa
L1 mg/ml). conjugago.
(Boerihgher Manheim, Ref. Dilucién=1: 500.
1450999). (Boeringher Manheim Ref. 1348
752).

Figura 10. Figura que muestra las condiciones de tritiacion seleccionadas para la
realizacion de los ELISAs en base a los ensayos de tritiacion para cada una de las
moléculas de adhesion celular neural estudiadas.

3.2.5.4. Técnica de ELISA para la determinacion de moléculas de

adhesion celular neural, NCAM, su forma polisializada -PSA-NCAM-, y L1

A continuacion, se describe la técnica de ELISA utilizada para la determinacién de moléculas de
adhesion cdular en esta Tesis. Inicidmente, se afiaden 100 m de tampdn de “revestimiento” a cada
pocillo de la placa Falcon (96 pocillos), congtituido por carbonato sdico/bicarbonato sodico 0,1 M, a
pH=9,6, y se dgja a temperatura ambiente, al menos durante 90 minutos. A continuacion, la placa se
seca gol peandola vigorosamente sobre una mesa cubierta con papel de filtro, y se carga € antigeno (50
ni/pocillo) en la placa, disuelto en tampon fosfato sdino a pH=7. El antigeno se carga en € placa

Falcon a una concentracion variable en funcion dedl tipo de molécula de adhesion celular a determinar
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en lamuestra de singptosomas (5 ni/ ml paraNCAM y 10 mi/ ml tanto para PSA-NCAM como paralLl
(Ver figura 10).

A continuaciéon se dgja incubar € antigeno toda la noche (de 20 a 24 horas) en una camara
humidificada a 4 © C. Posteriormente, se realizan 3 lavados, sumergiendo la placa completamente en
una solucién de lavado a pH=7 (constituido por tampdn fosfato saino 0,1M/ 0,05 % de Tween 20).
Tras secar la placa, se afladen 100 m de solucion de bloqueo en cada pocillo a pH=7, congtituido por
tampon fosfato salino 0,1 M, 25 % de Tween 20, y 3 % de abumina bovina sérica (para eiminar la
union inespecifica), y se dgja incubar durante 90 minutos en dicha camara humidificada a temperatura
ambiente.

Después, se redlizan 3 lavados, se aclara la placa, y se afladen 50 m ddl primer anticuerpo ala
concentracion mas Optima en tampon de lavado, segin la molécula de adhesién a determinar (1:300
tanto para @ anticuerpo policlona de NCAM, como para € monoclona de PSA-NCAM, y 10 ni/ml
para € anticuerpo monoclona de L1 (Ver figura 10). A continuacién, se carga la placa con 50 ni del
primer anticuerpo disuelto en tampon fosfato salino/ tween 0,05 %, apH=7, y seincubaa 4 ° C en una
camara humidificada durante toda la noche (20-24 horas).

Posteriormente, se realizan 5 lavados de la placa en tampon de lavado a pH=7, y una vez seca, se
anade € anticuerpo secundario disuelto en tampdn fosfato salino/0,05 % de Tween 20, a pH=7, ala
concentracién mas apropiada para cada molécula de adhesion (1:500 para € ensayo de NCAM, 1:1000
parael de PSA-NCAM y 1:500 para e de L1). Este anticuerpo se incuba durante 2 horas a temperatura
ambiente en una camara humidificada. Transcurrido este tiempo, se lava de nuevo la placa,
sumergiéndola en e tampon de lavado (5 veces). Una vez seca, se afladen 50 ni/pocillo de tampon
citrato a pH=4,5 (tampdn congtituido por una proporcién 2:1 de citrato sddico 0,1 M frente a &cido
citrico 0,1M), a que se le aflade e sustrato de revelado OPD —ortofenilendiaminafosfato-, a la
concentracion de 1 mg/ml y H,0, (2 ml de agua oxigenada a 30 % por cada 10 ml de tampon citrato).
Después de 10 minutos de incubacién a temperatura ambiente, |a reaccion se para mediante la adicidn
de 50 m de H,S0O, 5N a cada pocillo. A continuacion, se mide la absorbancia en @ espectrofotometro a

una longitud de onda de 492 nm.
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Reactivos e instrumentacién utilizados:

Pipetas p10, p20, p100, p200, p1000 Gibson y puntas de pipetas.
Agimatic AT-1 (Selecta J.P, referencia 7000243).
Agitadores magnéticos Top Mixer agimatic AT-1.
PH-metro GLP21, Crison.
Sucrosa G,H»,04; tipo Il (a-glucoronil-b-fructofurandsido), de grado Il (Sigma, Referencia, S
8501).
Coctel de inhibidores de proteasas (Boerhinger, referencia. 1873 580).
Heppes tampon (N-[Hidroxietil] piperazina-N-[&cido 2-etanosulfénico], referencia H-3375).
Tris-hidroximetilaminoetano (Prdabo, referencia 28.911.295).
Na,HPO, [0x 12 H, 0 (Panreac, referencia 141678).
NaH,PO, x 12 H, 0 (Fluka, referencia 385862/1 22789).
Cloruro sodico (CINa). (Panreac, referencia 141659).
HNaCO; (Sigma, referencia S-8875).
Carbonato sodico anhidro CaCO; (Sigma, referencia S-2127).
Agitador mecanico AT-1 (Selecta, J.P referencia 7000243).
Hidroxido sodico en lentgjas (NaOH) (Panreac, referencia 14168).
Citrato sodico (sa trisodica dihidratada, Sigma, referencia C-3674).
Acido citrico (sal trisodica anhidra, Sigma, referencia C-3674).
Tween 20 (Polioexietilen sorbitan monolaurato, Sigma, referencia P-1379).
BSA (Albdmina bovina sérica, Sigma, referencia P-1379).
H,O, (peroxido de hidrogeno a 30 % peso/ volumen, Sigma, referencia H-1009).
OPD (ortofernildifosfato, Sigma, referencia P-1526).
Acido sulfurico H,S0, 5N (Sigma, referencia 182106).
Lector de microplacas Asys Hitech (Biotech), y software Digiscan 3.0 accesorio.
Dispensador de multipipetas Eppendorf plus (Eppendorf, referencia 10224900).
Placas Falcon de ELISA (Beckton Dickinson no estériles de poliestireno, referencia 353915).



3.2.6. Western blot o inmunoblots de las diferentes moléculas de

adhesion celular

Puesto que NCAM tiene varias isoformas (NCAM 120, 140 y 180 Kda), se redizaron
inmunoblots @n objeto de comprobar la validez de los anticuerpos utilizados para la determinacion de
CAMs por la técnica de ELISA en los singptosomas de las diferentes muestras de moléculas de
adhesion celular estudiadas (NCAM, PSA-NCAM vy L1), con objeto de determinar s |os anticuerpos
utilizados en la técnica de ELISA reconocian todas las isoformas de las moléculas de adhesion celular
estudiadas, tanto en homogenados como en singptosomas crudos de hipocampo. En estos inmunoblots,
se mostro que e anticuerpo policlonal para NCAM reconoce las tres isoformas tanto en homogenados
como en singptosomeas crudos, siendo la concentracion de NCAM mayor en los singptosomas que en
los homogenados.

Para ello, las muestras de homogenados y de los sinaptosomas se separan en geles SDS-PAGE
a 7 % basandonos en trabajos existentes en la literatura (Linnemann y cols, 1993). A continuacion, se
produce la transferencia de las proteinas del gel a la membrana hidrébofa de tipo PVDF en un
dispositivo transferidor de tipo semiseco (Hoefer) -a 1 mA/cnt de superficie de membrana- con
tampdn de transferencia. Posteriormente, se incuba con las concentraciones idoneas del anticuerpo
primario y secundario en funcion de la molécula a estudiar (ver figura 11) y se revelan las bandas
mediante un sistema de quimioluminiscencia (ECL +, Amershan Pharmacia)

Molécula de Antigeno 1% Ab 2°Ab
adhesion
NCAM policlonal 15 mg 1:15000  1:25000

PSA-NCAM 15mg 1:500 1:4000

L1 5mg 1:100 1:5000



Figura 11. En la figura adjunta se indican las concentraciones de los antigenos,
y de los anticuerpos empleadas para la determinacion de las diferentes
moléculas de adhesion celular en el inmunoblot (1 * Ab= Anticuerpo primario, 2
° Ab= Anticuerpo secundario).
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e +— NCAM I ’ q4—PSA-NCAM
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Figura 12. En los inmunoblots adjuntados, que se realizaron en sinaptosomas de hipocampo se

aprecia:

(@ que el anticuerpo policlonal de NCAM reconoce ks tres isoformas, tanto en homogenados
cOomo en sinaptosomas.
(b) que el anticuerpo monoclonal tanto para PSA-NCAM como para L1 (c) reconocen una banda

de aproximadamente 200 KDa (S=Sinaptosomas H=Homogenados).

Productos empleados para los inmunoblots:

- Tris-(hidroxietil) aminometano (Prolabo, referencia 28811295).

- Acriamida (MERCK, referencia 1.10784.1000).

- N,N metilen Bisacrilamida (MERCK, referencia 1.10897.0010).

- Persulfato amonico (Prolabo, referencia 33603.267).

- SDS(Lauril dodecil sulfato sodco, Sigma, referencia L-4509).

-  TEMED (N, N, N’, N’ —Tetrametiletilendiamina, Sigma, referencia 1.10732.0100).
- 2-Butanol (MERCK, referencia 1.09630.1000).

- Acido acético (MERCK, referencia 1.00063.10000).



b-mercaptoetanol (MERCK, referencia 8.05740.1000).

Glicerol 87 % (Panreac, referencia 141339).

Glicina (MERCK, referencia 1.04201.1000).

NaCl (Panreac, referencia 141659).

Azul de Bromofenol (3', 37, 5, 5", tetrabromofenol sulfoneftalein, sal sddica, Sgma, referencia
B-6131).

Azida sodica (Sigma, referencia 8032).

Puntas alargadas para carga de muestras en electroforesis (Bio-Rad, referencia 223-9915).
Etanol (Riedd, referencia 24103).

Hexano (Sigma, referencia H-9379).

Metanol puro (Panreac, referencia 141091).

Azul de Commasie R-250 (Bio-Rad).

Instrumentacién y compuestos de Western blott:

Fuente de electroforesis (EPS 601, Amersham Pharmacia, referencia 18-1130-19).
Conjunto de 5 cristales para la preparacion del gel (Hoefer Pharmacia Biotech San Francisco,
U.S.A, referencia, 80-6150-87, n° de serie: SE 262P-5.
Peines Pharmacia Biotech: de: - 1 pocillo: referencia 7.5, codigo SE 2112 -R-75.
- 5 pocillos, Hoefer SE 21112 -5-.75, referencia 80-6140-23.
- 9 pocillos, Hoefer, referencia 80613871

Sistema de transferencia Hoefer Ssemiphor de tipo semiseco, AmershamPharmacia. TE Series 80-
6264-68.

Membranas hidréfobas PVDF de tipo Hybond P (Amersham Pharmacia, referencia RPNF
L9/98/03).

Sistema ECL + (Amersham Pharmacia, referencia RPN 2132 OL/AB).

Rojo Ponceau (Sigma, referencia P3504).

Tween 20 (Polioxietilen sorbitan monolaurato, Sigma, referencia P-1379).

BSA (Albdmina bovina sérica, Sigma, referencia A-7030).

Leche Esveltest en polvo libre de &cidos grasos poliinsaturados (Molico)

Papel Watchmann 3 MM.

Peliculas KODAK.
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- Cassette de revelado KODAK (KODAK Biomax, referencia KP 105755-A).
- Solucion de fijado y de revelado.

3.2.7. Técnicas de Inmunohistoquimica para la evaluacion de PSA-
NCAM

3.2.7.1 Preparacion de los cerebros para crioseccion

Tras extraer los cerebros de la cgja craneana, se embebieron en componente OCT (Optimal
Cutting temperature), se congelaron en N-Hexano, y se amacenanaron a — 80 °C para su posterior
andisis por inmunocitoquimica. La funcién del OCT y del nHexano fue proporcionar una Optima
congelacion del tegjido, ya que evitan la formacion de grietas y de artefactos en la congelacidn, que

pudieran interferir con € posterior procesamiento inmunohistoquimico de las muestras.

3.2.7.2. Técnica de crioseccion de los cerebros

Para € andlisis de la expresion de neuronas PSA-NCAM positivas en @ hipocampo, 10
secciones dternativas de 12 micras, se cortaron en un criostato de la Serie Microm 500 (Paxinus y
Watson, 1986), (Algen Laboratories, Inc, USA) tomadas en referencia al punto — 5,6 del Bregma para
el hipocampo (Fox y cols, 19953).

Los cerebros se cortaron en € punto — 5,6 mm del Bregma, debido a que en este punto del
Bregma la polisidizacién de NCAM en d borde de la capa polimérfica granular del giro dentado/ hilus
es maxima, mientras que decrece progresivamente segiin nos vamos algjando de este punto (-5,6 mm)
de referencia del Bregma. En la figura 13 se muestra la cuantificacion del niUmero de células PSA-

NCAM positivas en & hipocampo en funcion del punto del Bregma considerado (Ver gréfica 13).

Las secciones se cubrieron con polilisna agua destilada (1:1) para pegar los cerebros a
portaohjetos, y se secaron en estufa durante 20 minutos a 60 °C. Las secciones para todos los estudios
se tomaron manuamente o semimanuamente en € criostato, y se cortaron en una orientacion
horizontal, y se mantuvieron a —15° C mientras se cortaban. Ademés, todas las secciones de cada



animal se procesaron € mismo dia, para evitar posibles ateraciones del tgido, ya que se evita

congelar/ descongelar varias veces la misma muestra.
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Figura 13. Se muestra que la mayor frecuencia de células posializadas se
da en el giro dentado del hipocampo en el punto —-5,6 mm del Bregma, y
decrece progresivamente a partir de este punto en referencia del Bregma
(Murphy y cols, 1995).

Tras calentar los portas con polilisnaa 60 © C, las muestras se fijan por inmersion en etanol a
70 %.

3.2.7.3. Procedimiento de marcaje: inmunofluorescencia

Después de lainmersion en etanol a 70 % durante 30 minutos, |as secciones se lavaron durante
10 minutos en tampdn fosfato salino 0,1 M, se degaron escurrir y se incubaron en una camara
humidificada a temperatura ambiente durante 20 horas con un anticuerpo monoclona para PSA-
NCAM —que reconoce especificamente restos de &cido polisidlico superiores a 10 residuos- (Rougon, y
cols, 1985) diluido 1:500 en tampdn fosfato saino 0,1 M, que contiene un 1 % -peso/ volumen de
BSA, y un 1 % volumen/ volumen de suero normal de cabra (NGS) para reducir asi la unién

inespecifica.



A continuacion, las secciones se lavaron en tampdn fosfato salino 0,1 M (2 veces), durante 10
minutos, se secaron, y se incubaron en la misma camara humidificada con un anticuerpo secundario de
tipo inmunoglobulina M ligado a isocianato de fluoresceina (Ig M-FITC, Cabichem, 401224), diluido
1:100 en tampon fosfato saino 0,1 M, que ademas, contiene un 1 % (peso/ volumen) de BSA y un 1 %

suero norma de cabra o NGS (volumer/ volumen).

Tras dos nuevos lavados de 10 minutos con tampédn fosfato saino 0,1 M, las muestras se
secaron y se montaron con un medio potenciador de la fluorescencia denominado Citifluor AF1 (Leica
Systen R.B 1411). A continuacion, los portas se introdujeron durante un tiempo de exposicion breve
(10 segundos) en tampon fosfato sdlino 0,1 M, que contiene yoduro de propidio (Sigma Chemical Co
U.K), a una concentracion de 40 ng/ml, con objeto de facilitar € contgje de las neuronas PSA-NCAM
positivas en € giro dentado. Las secciones se observan en un microscopio de fluorescencia (Leitz DM

RB), con unalongitud de onda de excitacion de 495 nm, y de 525 nm de emision.

3.2.7.3.1. Cuantificaciéon del numero de neuronas PSA-NCAM
positivas en el borde de la capa polimoérfica granular/ hilus del giro

dentado

El andisis cuantitativo de imagen se desarrolld utilizando € sstema de andisis de imagen
Quantimet Q500, un software para PC. Para €llo, se acoplé a microscopio de fluorescencia una
camara de video CCF de dta sengbilidad (Cohu, Lab. Instruments'y Supplies, Irlanda). Cada lente del
microscopio se caibré mediante la medida de la longitud y del &rea, usando una graticula de 1 mm.
Esta operacion se repitio en cada sesion de microscopia de fluorescencia, como paso previo a la
cuantificacion de neuronas PSA-NCAM positivas mediante € andlisis de imagen Quantimet Q-500.

Para la cuantificacion de la frecuencia de la polisidizacién de NCAM en € hipocampo, se calculé
el nimero de neuronas PSA-NCAM positivas por unidad de area en € borde de la capa polimérfica
granular del giro dentado. Para lo, se contd, en cada animal, € nimero de neuronas PSA-NCAM
positivas en € borde de la capa polimorfica granular del giro dentado/ hilus del hipocampo. El nimero
de neuronas PSA-NCAM positivas en esta capa, se dividio por € érea total del giro dentado en cada
seccion dternativa, y se multiplico @ vaor de dicho cociente por la media dd area polimorfica
granular en d punto —5,6 del Bregma (que, para ratas P-80, es 0,15 mn’ a este nivel de referencia). A
continuacién, se obtuvo la media de las 10 secciones dternativas de cada animal. Este procedimiento,
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se repitio para los dos hipocampos en cada rata, y se expresd la media total del nimero de neuronas

PSA-NCAM positivas por unidad de area en cada uno de los grupos experimentales.

Figura 14. Gréfica que muestra las diferentes zonas de la formacion
hipocampal en el punto — 5.6 del Bregma (Paxinus y Watson, 1986).

GD= Giro Dentado, CA1, CA2y CA3= Areas de la formacion hipocampal.

I nstrumentacién y compuestos:

- Componente OCT (Optimal Cuting Temperature, Cutex, referencia 4583 00048).

- Criostato (Algen Laboratories, Inc, USA).

- Poalilisna (Sigma, referencia P8920).

- Portay cubreobjetos (BM Browne, LTD, Dublin, Irlanda).

- Tampon fosfato sdino 0,1 M.

- Borax (Tetraborato sodico decahidratado, referencia B-9876).

- Azul detoluidina (Sigma, referencia T-3260).

- Suero normal de cabrao NGS (Suero nornal de cabra, DAKO A/S Dinamarca, referencia X0907).
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- Albuminabovina sérica 0 BSA (Albumina sérica bovina, Sigma, referencia A-7030).
- Anticuerpo monoclond para PSA-NCAM (Rougon y cols, 1986).

- Anticuerpo secundario Anti-raton, ligado aisocianato de fluoresceina (Calbichem, 401224).
- N-Hexano (Sigma UK, referencia H-9379).

- Etanol (Riedd, referencia 24103).

- N-Hexano (Sigma, referencia H-9379).

- Citifluor AF-1 (Leica System RB 1411).

- Yoduro de propidio (Sigma, referencia P-4170).

- Microscopio de fluorescencia Leitz DM RB.

- Software Quantimet Q-500 de andlisis de imagen (Leyca System).

- Camarade video de alta sensibilidad.

- Lampara HBO de mercurio.

- Image Supply System (Dublin, Irlanda).

- HPS400 & Ddta 100 lIford film.

- Kodaflo.

- Film Ekctacrome elite 400

- Cubetasy gradillas para portaobjetos (Daslab, referencia 19361).

3.3. PROCEDIMIENTOS CONDUCTUALES: PARADIGMAS
UTILIZADOS PARA EL ESTUDIO DEL ESTRES EN LOS
PROCESOS DE APRENDIZAJE Y MEMORIA

A continuacién, se describen los procedimientos conductuales empleados para € estudio de las
interacciones entre e estrés 'y los procesos de aprendizaje y memoria sobre la expresion de moléculas
de adhesion celular neural en e sistema nervioso.

3.3.1. Modelo de condicionamiento de miedo al contexto

El condicionamiento de miedo a contexto es un paradigma cnductua idoneo para € estudio de
los mecanismos neurobiolégicos del estrés y de la memoria. Este paradigma conductua se desarrolla
en € interior de una camara de condicionamiento, que se describe a continuacion, junto con € test.
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= Camara de condicionamiento

La camara de condicionamiento de miedo a contexto tiene unas dimensiones de 30x37x25 cm
(LEICA System), y esté congtituida por paredes metdlicas, una de elas con una trampilla transparente
de metacrilato, por la que se introduce la rata. El suelo de la cAmara de condicionamiento esti
congtituido por 20 barrotes de acero inoxidable de 4 mm de didmetro, separados una distancia de 1,5
cm entre ellos. Se coloca una bandgja con serrin debgo de los barrotes. En cada observacion
experimental, se cambi6 d serrin del fondo, y se limpiaron los barrotes de acero inoxidable con una
solucion de &cido acético d 1 %. La camara atenuadora de sonido se ilumind con una bombilla de luz
blanca (20 W), que tenia un rudio basal medio de 68 decibelios (dB), producido por laventilacion dela

céamara.

Figura 14. En la figura se observa la respuesta de inmovilidad
conductual o freezing en inglés, desarrollada por las ratas en el
condicionamiento de miedo, y que se define como la ausencia
total de movimiento (excepto para la respiracion) desarrollada
por las ratas en la camara de condicionamiento.

Al inicio de estos experimentos, € peso de las ratas oscilaba entre 250 y 320 gramos. El dia del
experimento, las ratas se transportaron, individuamente, desde € estabulario a una sala adyacente,
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donde se redlizaron los experimentos. Alli, se las introdujo en las cgjas de Skinner para proceder a
condicionamiento del miedo a contexto. La fase de entrenamiento tiene una duracion totd de 5,5
minutos. En dla, tras un periodo inicial de 3 minutos, & animal recibio tres descargas e éctricas, con
un intervalo de separacion de 1 minuto entre cada una (salvo en los animales controles, que no recibian
descargas eléctricas). Transcurridos 30 segundos después de la Ultima descarga, las ratas se
devolvieron a sus respectivas jaulas en d estabulario. En este paradigma conductual, se utiliz6 como
estimulo incondicionado una descarga eléctrica de 1 segundo de duracién, que dependiendo de los
experimentos y de los grupos experimentales, fue de 0,2, 0,4 0 1 mA de intensidad de choque eléctrico.
La administracion de las descargas eléctricas se rediza a través de un sistema automatico mediante un
generador de descargas eléctricas (LEICA 1.C, modelo L1100-2, Cibertec, SA) con un software version
acoplado d ordenador (Skinner 1,2).

Las ratas controles se introdujeron en las cajas, pero no recibieron descarga alguna. En algunos
experimentos conductuades, se afadié un grupo control no manipulado que recibia la misma
manipulacion experimental, pero sin ser expuesto a la cdmara de condicionamiento de miedo a
contexto y, por tanto, tampoco recibié descarga alguna.

Mediante una videocamara, se grab6 la conducta de las ratas. La inmovilizacion conductua se
evaluo en cada sesion en los diferentes grupos experimentales. Se define la conducta de freezing como
la inmovilidad conductud total, excepto para aquellos movimientos necesarios para la respiracion. Se
evalub la conducta, tanto durante los tres minutos previos a la administracion de los choques el éctricos
(periodo pre-shock), como durante los 2,5 minutos inmediatamente después de la presentacion de la
primera descarga eléctrica (periodo post-shock). Se excluyeron del estudio aguellos animaes que
mostraban vaores de inmovilidad conductua superiores a 15 % durante € periodo de tiempo previo a

la primera descarga el éctrica.

En lafase del test de retencidn, que generdmente se desarrolla 12 0 24 horas después del
entrenamiento (0 post-entrenamiento), dependiendo del experimento en cuestion, se evallo laretencion
de la memoria mediante la medida de la media del porcentgje de inmovilizacién conductual que
realizaron las ratas durante un tiempo total de 8 minutos, en € que se las reexpuso a contexto en € que
se condicionaron, pero sin recibir en este caso descarga eléctrica alguna. Mediante una videocamara se
grabaron también las sesiones de test en los diferentes grupos experimentales, para su posterior
andlisis. Una vez findlizado € test, cada rata fue sacrificada (aproximadamente 10 minutos después de
laintroduccion de larata en la cagja de Skinner) recogiéndose su sangre para la posterior determinacion
de los niveles plasméticos de corticosterona. También se diseccionaron diferentes regiones cerebrales
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(hipocampo, edtriado, corteza frontal, hipotdamo y amigdala), con objeto de determinar,

posteriormente, la expresion de moléculas de adhesion celular neural.

3.3.2. Procedimiento inductor de estrés crénico

A continuacion, se indica @ procedimiento seguido para la induccion de un estrés cronico en
las ratas de nuestro estudio. Las ratas se sometieron diariamente a un procedimiento inductor de estrés
cronico durante 21 dias con una duracion de 6 horas diarias (entre las 8:30 h y las 14:30 h) en unos
gparatos inmovilizadores. En estos dispositivos de metacrilato, en forma de cilindros, se las inmoviliza
mediante restriccion de movimientos (Ver figura 15). Durante las sesiones de inmovilizacion, las ratas
permanecieron en una habitacion adyacente a la sala del estabulario. Cada dia, d fina de la sesion de
inmovilizacion se las devolvio a sus respectivas jaulas. Durante la fase de inmovilizacion por estrés
conico, los animales controles permanecieron sin manipular en sus respectivas jaulas en € estabulario.

Figura 15. Dispositivo de inmovilizacion, constituido por un cilindro
de metacrilato cubierto de barras metalicas donde la rata se
inmoviliza por restriccion de movimientos.
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3.3.3. Paradigma conductual del laberinto acuatico de Morris

A continuacién se describen las pruebas conductuaes utilizadas en la prueba de aprendizaje
espacia en d laberinto acuético de Morris.

3.3.3.1. Instrumentaciéon

Las pruebas conductuales se realizaron en una piscina circular de PVC de color negro, cuyas
dimensiones son 2 metros de diametro, y 45 cm de profundidad. Se llend parcia mente de agua hasta €
nivel de 30 cm y se mantuvo a 25 °C. La piscina circular se dividié en cuatro cuadrantes imaginarios
iguales. En la mitad de uno de los cuadrantes, y equidistante del muro y del centro de la piscina, se
colocd una plataforma de escape (11 cm de diamétro) sumergida (1,5 cm bajo la superficie del aguad) v,
por tanto, invisible para las ratas. La sala donde se ubico la piscina contiene numerosas claves visuaes
sobre la pared, que ayudan ala rata en su orientacion espacial. La conducta de las ratas se monitorizo
mediante una videocdmara colocada en € techo, exactamente en el centro de la piscina. Entre otros, se
analiz6 € pardmetro conductual denominado latencia, que hace referencia a tiempo que tardan las
ratas en encontrar la plataforma parcidmente sumergida. Para su andlisis, se utiliz6 un sstema
computerizado (Ethovision 1,90, Noldus I T, Holanda).

3.3.3.2. Pruebas conductuales utilizadas en el laberinto acuatico de Morris

El aprendizaje espacial en € laberinto acuético de Morris se evalué mediante las pruebas
conductuales, que se describen a continuacion.

= Fase de entrenamiento en el modelo del laberinto acuatico

En la fase de entrenamiento, se introdujo a las ratas por cuatro posiciones de comienzo alrededor
del perimetro de la piscina (Ver figura 16). La primera sesion de entrenamiento, sempre consistio en 4
0 8 ensayos de aprendizaje. En dichos ensayos, se comenzd por situar la rata dentro del agua con la
cabeza dirigida hacia la pared de la piscina. Si después de 120 segundos la rata no encuentra la
plataforma sumergida, es guiada por € experimentador hacia la misma. Después de cada ensayo, se
mantuvo la rata durante un tiempo de 30 segundos en la plataforma (periodo inter-ensayo), antes del
comienzo del siguiente ensayo. Una vez los ensayos findizaron, y tras un periodo de secado, las ratas
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se devolvieron a sus respectivas jaulas en € estabulario. A lo largo de las sesiones de la fase de

aprendizgje se midio lalatencia o tiempo que tardan las ratas para encontrar |a plataforma sumergida.

Platafor ma
v / sumergida

Figura 16. En el esquema adjunto se muestra la disposicion de
los cuadrantes imaginarios en el laberinto acuatico de Morris. Las
ratas fueron introducidas dentro del agua con su cabeza hacia la
pared de la piscina, de forma aleatoria en cada uno de los
cuadrantes, y la plataforma se situ6 en el cuadrante | de la piscina.

Test de transferencia

En este test, cada rata se reintroduce en la piscina, en la que se haretirado la plataforma, durante un
tiempo total de 60 segundos. El parametro conductua que se andiza es € tiempo de permanencia de
las ratas en cada uno de los cuatro cuadrantes imaginarios en los que se dividié la piscina. Se midio €
tiempo de permanencia desglosado en los primeros y los Ultimos 30 segundos del test.
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Figura 17. Figura que ilustra el modelo del laberinto acuético de Morris, donde se indican los
cuadrantes imaginarios en los que se dividi6 la piscina (parte izquierda), la trayectoria
seguida por las ratas (extremo inferior izquierda), asi como la localizacién de la plataforma
(rodeada por un circulo rojo en la figura), y las claves espaciales externas al campo visual de
la piscina que guian a las ratas en su orientacion espacial (extremo superior derecha).

3.4. TRATAMIENTOS FARMACOLOGICOS CON LA DROGA
INHIBIDORA DE LA SINTESIS DE__CORTICOSTERONA
(METIRAPONA)

= Preparacion e inyeccion de la metirapona

La metirapona [2-metil-1.2-di (3 piridil)-1-propanona; Sigma] se disolvioé en polietilenglicol (a
una concentracion fina menor del 10 %), diluido con 0,9 % de suero salino estéril hasta alcanzar las
concentraciones apropiadas. Las dosis del inhibidor de la sintesis de corticosterona empleada fue de
100 mg/Kg, y se administr6 subcuténeamente —s.c- en un volumen de 2 mi/rata). La droga se inyectd
90 minutos antes del entrenamiento de las ratas en € condicionamiento del miedo a contexto en base a
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previos estudios conductuales y neuroendocrinos (Loscertales y cols, 1997) a las concentraciones ya

mencionadas.

= Preparacion del vehiculo

El vehiculo se inyectd subcutaneamente al mismo volumen y a la misma concentracion. Para la
preparacion del vehiculo se disolvié polietilenglicol (a un concentracion final menor del 10 %), diluido
con suero salido esté&ril al 0,9 % .

3.5. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Los datos experimentales obtenidos se expresaron como la media + error estandar de la media.
Para e andlisis estadistico de los resultados en cada uno de los experimentos realizados en esta Tesis,
se utilizaron diferentes pruebas. En la mayoria de los casos, cuando los experimentos incluian tres o
més grupos de animales, o medidas repetidas, las medias se compararon mediante un andisis de
varianza (ANOVA) factorial, bien de una o de dos vias en funcion dd experimento.

También se realizaron andlisis a posteriori mediante la prueba de t de Student para estudiar las
posibles diferencias cuando se compararon dos grupos experimentales entre si. Se acepto que los datos

son significativos cuando € nivel de significacion estadistica fue menor de 0,05 (p<0,05).
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4. RESULTADOS
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4.1. MODULACION DE LA EXPRESION DE MOLECULAS DE ADHESION
CELULAR NEURAL INDUCIDA POR EL CONDICIONAMIENTO DEL MIEDO
AL CONTEXTO

Se estudio la posibilidad de que € aprendizgie en d modelo del condicionamiento del miedo d
contexto (CMC) con digtintos niveles de estrés intrinseco, pudiera modular la expresién de moléculas
de adhesién celular neural enlas diferentes regiones cerebrales analizadas. Para ello, se seleccionaron
dos tiempos diferentes de andisis después del entrenamiento: 24 horas (primer experimento) y 12
horas (segundo experimento). El estudio se rediz6 en ratas controles y ratas que fueron asignadas a
distintos grupos experimentales en funcion de la intensidad de choque eléctrico que recibié cada rata en

la sesidn de condicionamiento; 0,2, 0,4 0 1 mA de intensidad.

También se evauaron los niveles circulantes de corticosterona tras b exposicion a test de
retencion, con € objeto de estudiar s podria exigtir alguna relacion entre los niveles de este

corticosteroide y los parametros conductuales y neuraes eval uados.

4.1.1. Efectos del condicionamiento del miedo al contexto evaluados

24 horas después del entrenamiento

En este experimento, distintos grupos de ratas fueron entrenadas en € condicionamiento del
miedo al contexto bgjo ditintas condiciones de choque déctrico y, 24 horas mas tarde, se procedié ala
evaluacion de los dstintos parametros (i) conductuaes: retencion de la conducta de inmovilizacion d
reintroducir los animaes en la cga de condicionamiento; (ii) endocrinos. niveles plasméticos de
corticosterona 10 minutos después del momento en € que se reintroduce a las ratas en la cga de
condicionamiento; y (iii) moleculares. expresion de las distintas moléculas de adhesion celular neural
estudiadas en este trabgjo, en diversas areas cerebrales.

4.1.1.1. Efectos conductuales

El entrenamiento en & condicionamiento del miedo a contexto utilizando digtintas
intensidades de choque déctrico, indujo distintos niveles de retencién de la conducta cuando se evalud
24 horas post-entrenamiento (ver figura 1). EI ANOVA de los datos correspondientes a la variable
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inmovilidad conductual mostr6é un efecto significativo del factor grupo [F(3,45)=29,38, p<0,0001)]. La
redizacion de andisis a posteriori, mediante la prueba de t de Student, indicé que € porcentgje de
inmovilidad conductua fue significativamente més elevado en todos los grupos condicionados,
comparados con € grupo control, que fue introducido en la cgja de Skinner, pero no recibié descarga
eléctrica aguna (p<0,05 en todos los casos andlizados). Ademés, € grupo que se entrend a ImA de
intensidad mostré niveles a inmovilidad conductua significativamente mas eevados que los grupos
entrenados con un choque eléctrico de 02 y 04 mA de intensdad (p<0,005 y p<0,05,
respectivamente). A su vez, € grupo entrenado a 0,4 mA de intensidad mostr6 valores de inmovilidad
conductual significativamente més elevados que los ddl grupo entrenado a 0,2 mA (p<0,005).
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Control 0,2 0,4 1

Intensidad de descarga eléctrica (mA).

++ p<0,005 vs grupo control manipulado.
00 p<0,005 vs grupo que se entrend a 0,2 mA en el CMC.
X p<0,05 vs grupo que se entrend a 0,4 mA en el CMC.

Control= Grupo control manipulado.

0,2, 0,4, 1= Grupos que se entrenaron a 0,2, 04 y 1 mA,

respectivamente en el CMC.
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Figura 1 En la gréfica se muestra la media del porcentaje de inmovilidad conductual en la
fase de retenciéon, de 10-20 ratas por grupo * el error estandar de la media, 24 horas
después del entrenamiento de las ratas en el condicionamiento del miedo al contexto a
diferentes intensidades de descarga eléctrica.

4.1.1.2. Niveles de corticosterona plasmética

El ANOVA de los datos correspondientes a los niveles plasméticos de corticosterona, medidos
en lafase de retencion, 24 horas después del entrenamiento en e CMC, mostro un efecto significativo
de grupo [(F(4,57)=13,12, p<0,0001), ver figura 2]. Laredizacion de andisis t de Student a posteriori
indicd que todos los grupos condicionados mostraban niveles de corticosterona plasmética
incrementados significativamente como consecuencia del entrenamiento, en comparacion con € grupo
control no manipulado (p<0,005 en todos los casos andizados). Ademés, € grupo control que recibid
manipulacidn experimental, pero no descarga eléctrica, mostraba niveles de corticosterona plasmética
significativamente mas elevados que los del grupo control no manipulado (p<0,05). Por otro lado, €
grupo entrenado en el CMC con choque eéctrico de 1 mA de intensidad también mostré niveles de
corticosterona significativamente més elevados que € grupo manipulado (p<0,05).
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Intensidad de descarga eléctrica (mA)

Corticosterona plasmatica (ng/ml)

** n<0,005 vs grupo control no manipulado.

+ p<0,05 vs grupo control manipulado.

CNM= Grupo control no manipulado.

113



Control= Grupo control manipulado.
0,2, 0,4, 1= Grupos que se entrenaron a 0,2, 0,4
y 1 mA, respectivamente en el CMC.

Figura 2. En la grafica se muestran los datos correspondientes a la media de los niveles
plasmaticos de corticosterona en la fase de retencion, de 10-20 ratas por grupo * el error
estandar de la media, 24 horas después del entrenamiento en el condicionamiento del miedo
al contexto a diferentes intensidades de descarga eléctrica.

4.1.1.3. Expresion de las distintas CAMs en diversas regiones

cerebrales

A continuacion, se muestran los resultados correspondientes a la expresion de moléculas de
adhesion celular neural (NCAM, su forma polisiaizada, PSA-NCAM, y L1), en las diferentes regiones
cerebrales estudiadas, 24 horas después del entrenamiento en e modelo del CMC.

4.1.1.3.1. Hipocampo

Expresion de NCAM

Los datos correspondientes a la expresén de NCAM en e hipocampo, 24 horas post-
entrenamiento, se muestran en la en la figura 3. EI ANOVA indico un efecto del entrenamiento en los
niveles de NCAM [(F(4,57)=4,78, p<0,002, ver figura 3]. La redizacion de andisis a posteriori,
mediante la prueba de t de Student, indicd que € grupo de 1 mA mostré un aumento significativo en la
expresion de NCAM, tanto a compararlo con € grupo control no manipulado (p<0,005), como con €
grupo control manipulado (p<0,005). Por otra parte, no se observaron diferencias significativas en la

expresion de NCAM entre ambos grupos controles, manipulado y no manipulado (p>0,05, n.s).
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Figura 3. En la grafica se muestran los resultados correspondientes a la expresion de NCAM
en el hipocampo, de 10-20 ratas por grupo * el error estandar de la media (medida en
sinaptosomas crudos a 492 nm), 24 horas después del entrenamiento de las ratas en el
condicionamiento del miedo al contexto a diferentes intensidades de descarga eléctrica.

Expresion de PSA-NCAM

El ANOVA de los resultados correspondientes a la expresién de PSA-NCAM en € hipocampo,
24 horas después del entrenamiento en € modelo de condicionamiento del miedo a contexto indicd un
efecto significativo de grupo [F (4,57)= 2,48, p<0,05), ver figura 4]. El andlisis a posteriori, mediante
la prueba de t de Student indicd que los niveles de PSA-NCAM son significativamente mas bgjos en €
grupo entrenado en e CMC con un choque eléctrico de 1 mA de intensidad, cuando se comparan con

e grupo control no manipulado (p<0,005), observandose también una tendencia hacia la significacion
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estadistica cuando los valores i grupo de 1 mA se comparan con los del grupo control manipulado
(p<0,09, n.g).

x 1073

—~ 475
IS
c
N
[e)]
SR *
©
o T
C
©
2
o 375
(%]
o
<

325 -

CNM Control 0,2 0,4 1

Intensidad de descarga eléctrica (mA).

* p<0,05 vs grupo control no manipulado.
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Control= grupo control manipulado.
0,2, 0,4, 1= Grupos que se entrenaron a 0,2, 0,4
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Figura 4. En la grafica, se muestran los resultados correspondientes a la expresion de PSA-
NCAM en el hipocampo, de 10-20 ratas por grupo + el error estandar de la media (medida en
sinaptosomas a 492 nm), 24 horas después del entrenamiento de las ratas en el
condicionamiento del miedo al contexto a diferentes intensidades de descarga eléctrica.

Expresion de L1

El ANOVA de los datos correspondientes ala expresion de L1 en e hipocampo, 24 horas post-
entrenamiento, mostré un efecto significativo del entrenamiento F [(4,57)=10,04, p<0,0001)]. La
redlizacion de andisis a posteriori, mediante la prueba de t de Student, mostr6 que @ condicionamiento
del miedo d contexto modulaba la expresién de L1 que, como puede observarse en la Figura 5,

mostraba un patrén de expresion bifésico con respecto a la intensidad de descarga eléctrica. Asi, €
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grupo que se entren6 a 1 mA de intensidad en el CMC mostré valores de L1 significativamente més
elevados, comparados tanto con los del grupo control no manipulado (p<0,005), como manipulado
(p<0,005), respectivamente. Ademés, e grupo entrenado a 0,2 mA mostré vaores de L1
significativamente mas elevados que los del grupo control no manipulado (p<0,02) y una tendencia a

mostrar valores de L1 significativamente mas elevados que los del grupo control no manipulado
(p<0,06, n.9).
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* p<0,05 vs grupo control no manipulado.
** n<0,005 vs grupo control no manipulado.
++ p<0,005 vs grupo control manipulado.

CNM= Grupo control no manipulado.

Control= Grupo control manipulado.

0,2, 0,4, 1= Grupos que se entrenaron a 0,2, 0,4
y 1 mA, respectivamente en el CMC.

Figura 5. En la gréfica, se muestran los resultados correspondientes a la expresion de PSA-
NCAM en el hipocampo, de 10-20 ratas por grupo = el error estandar de la media (medida
en sinaptosomas crudos a 492 nm), 24 horas después del entrenamiento de las ratas en el
condicionamiento del miedo al contexto a diferentes intensidades de descarga eléctrica.
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4.1.1.3.2. Corteza frontal

Puesto que los andlisis efectuados en @ hipocampo mostraron que los grupos control
manipulado y no manipulado no diferian en los parametros moleculares evaluados, se decidio utilizar a
partir de entonces un unico grupo control (no manipulado) en los distintos experimentos. Dadas las
limitaciones para disponer de anticuerpo contra L1, los andlisis efectuados en € resto de regiones

cerebrales no incluyen la medicién de esta molécula.

Expresion de NCAM

El ANOVA de los ditos correspondientes a la expresion de NCAM en la corteza frontal no
mostré una tendencia hacia la significacién estadistica del factor entrenamiento [F(3,41)=2,011,
p<0,1275, n.g]. Laredizacion de andlisis a posteriori, mediante la prueba de t de Student, indico que €
grupo entrenado con choque eéctrico de 1 mA de intensidad mostré un aumento significativo en la
expresion de NCAM a compararse con € grupo entrenado a 0,2 de intensidad (p<0,05), observandose
también una tendencia hacia la significacién estadistica a compararse los valores de dicho grupo de 1
mA con los del grupo entrenado a una intensidad de 0,4 mA (p<0,16, n.s). Por otra parte, & grupo
entrenado a 0,2 mA mostro una tendencia a mostrar valores de NCAM significativamente mas bajos

(p<0,075, n.s) que & grupo control (ver figura 6).

x 103

1200 *

1000 | -‘7

Absorbancia (492 nm)

Control 0,2 0,4 1

Intensidad de descarga eléctrica (mA).

* p <0,05 vs grupo que se entrend a 0,2 mA en el CMC.
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Control= Grupo control manipulado.
0,2, 0,4, 1= Grupos que se entrenaron a 0,2, 0,4
y 1 mA, respectivamente en el CMC.

Figura 6 En la gréfica, se muestran los resultados correspondientes a la expresion de
NCAM en la corteza frontal, de 10-20 ratas por grupo * el error estandar de la media (medida
en sinaptosomas crudos a 492 nm), 24 horas después del entrenamiento de las ratas en el
condicionamiento del miedo a diferentes intensidades de descarga eléctrica.

Expresion de PSA-NCAM

El ANOVA de los datos correspondientes ala expresion de PSA-NCAM, 24 horas después del
entrenamiento, mostré un efecto significativo del factor grupo [F(3,42)=2,74; p<0,05, ver figura7]. La
redizacion de andliss a posteriori, mediante la prueba de t de Student, mostré un aumento
significativo de los nivees de PSA-NCAM, tanto en € grupo entrenado a la més bgja intensidad de
descarga eléctrica (0,2 mA, p<0,05), como del grupo entrenado a1 mA de intensidad (p<0,05), cuando
sus valores se comparaban con € grupo control. Por otro lado, € grupo que se entrend en e CMC a
0,4 mA, mostro niveles de PSA-NCAM significativamente més bajos tanto vs grupo entrenado a1 mA
(p<0,05), como vaores més bgjos tendentes a la significacion estadistica en comparacion d grupo de
0,2 mA (p<0,064, n.s).
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* p<0,05 versus grupo control manipulado.

# p<0,05 versus grupo que se entreno a 1 mA en el CMC.

Control= Grupo control manipulado.
0,2, 0,4, 1= Grupos que se entrenaron a 0,2, 0,4
y 1 mA, respectivamente en el CMC.

Figura 7. En la grafica, se muestran los resultados correspondientes a la expresion de PSA-
NCAM en la corteza frontal, de 7-15 ratas por grupo + el error estandar de la media, (medida
en sinaptosomas crudos a 492 nm), 24 horas después del entrenamiento de las ratas en el
condicionamiento del miedo a diferentes intensidades de descarga eléctrica.

4.1.1.3.3. Estriado

Expresion de NCAM

El ANOVA de los datos correspondientes a la expresion de NCAM en € estriado, 24 horas
post-entrenamiento, no mostré un efecto significativo del factor grupo [F(3,41)=2,83, p<0,21, n..s, ver
figura 8].
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Control= Grupo control manipulado.
0,2, 0,4, 1= Grupos que se entrenaron a 0,2, 0,4
y 1 mA, respectivamente en el CMC.

Figura 8 En la grafica, se muestran los resultados correspondientes a la expresion de
NCAM en el estriado, de 7-15 ratas por grupo * el error estandar de la media, (medida en
sinaptosomas a 492 nm), 24 horas en el después del entrenamiento de las ratas en el
condicionamiento del miedo al contexto a diferentes intensidades de descarga eléctrica.

Expresion de PSA-NCAM
El ANOVA de los datos correspondientes a la expresion de PSA-NCAM en € estriado, 24

horas post-entrenamiento, no mostré un efecto significativo del factor grupo grupo [F(3,34)=2,88;
p=0,74, n.s, ver figura 9].
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0,2, 0,4, 1= Grupos que se entrenaron a 0,2, 0,4
y 1 mA, respectivamente en el CMC.

Figura 9. En la gréfica, se muestran los resultados correspondientes a la expresion de PSA-
NCAM en el estriado, de 7-15 ratas por grupo + el error estandar de la media (medida en
sinaptosomas crudos a 492 nm), 24 horas después del entrenamiento de las ratas en el
condicionamiento del miedo al contexto a diferentes intensidades de descarga eléctrica.
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4.1.1.3.4. Hipotadlamo

Expresion de NCAM

El ANOVA de los datos correspondientes ala expresion de NCAM en € hipotalamo no mostro
un decto sgnificativo del factor grupo grupo F[(3,43)=1,441, p<0,24)] (ver figura 10). La redizacion
de andliss a posteriori, mediante la prueba de t de Student mostré6 un aumento significativo en la
expresion de NCAM en € grupo entrenado con una intensidad de descarga eléctricaintermedia de 0,4
mA (p<0,04) versus grupo control. Ademas, en dicho grupo entrenado a 0,4 mA de intensidad, se
observé una tendencia a mostrar vaores de NCAM significativamente més elevados tanto en
comparacion a grupo entrenado a 0,2 mA (p<0,087, n.s) como versus grupo que se entrend a1 mA en
e CMC (p<0,11, n.g).
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Figura 10. En la gréfica, se muestran los resultados correspondientes a la expresién de
NCAM en el hipotdlamo, de 7-15 ratas por grupo * el error estandar de la media (medida en
sinaptosomas a 492 nm), 24 horas después del entrenamiento de las ratas en el
condicionamiento del miedo al contexto a diferentes intensidades de descarga eléctrica.



Expresion de PSA-NCAM

El ANOVA de los datos correspondientes a la expresion de PSA-NCAM en € hipotdamo
mostré un efecto significativo del factor grupo F[(3,42)=3,336, p<0,0288, ver figura 11]. La
redizacion de andisis a posteriori, mediante la prueba de t de Student, mostré que tanto € grupo
entrenado a 0,2 mA, (p<0,05), como € entrenado con la intensidad de descarga més dta -de 1 mA-
(p<0,05), mostraron niveles de PSA-NCAM significativamente mas bagjos que los del grupo control.
Por otro lado, @ grupo entrenado a 0,4 mA mostro niveles de PSA-NCAM significativamente mas
elevados tanto con respecto a grupo entrenado a 0,2 mA (p<0,025), como versus grupo entrenado a 1
mA (p<0,02), pero este grupo (0,4 mA) no difirié del grupo control.
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Figura 11. En la gréfica, se muestran los resultados correspondientes a la expresion de
PSA-NCAM en el hipotalamo, de 7-15 ratas por grupo + el error estandar de la media
(medida en sinaptosomas a 492 nm), 24 horas después del entrenamiento de las ratas en el
condicionamiento del miedo al contexto a diferentes intensidades de descarga eléctrica.
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4.1.2. Efectos del condicionamiento del miedo al contexto evaluados

12 horas después del entrenamiento

En este experimento, se siguio € mismo disefio experimenta que en e anterior, con la
diferencia de que los distintos parametros evaluados se estudiaron 12 horas después del entreamiento,
con € objeto de estudiar una posible dinamica de modulacion de los mismos en funcion de tiempo
transcurrido tras la adquisicion de la conducta de condicionamiento del miedo. Asi pues, distintos
grupos de ratas fueron entrenadas en e condicionamiento del miedo a contexto bgo distintas
condiciones de choque eléctrico y, 12 toras més tarde, se procedio a la evaluacion de los distintos
parametros (i) conductuaes: retencion de la conducta de inmovilizacion d reintroducir los animales en
la cga de condicionamiento; (ii) endocrinos. niveles plasméticos de corticosterona 10 min después del
momento en e que se reintroduce a las ratas en la cga de condicionamiento; y (iii) moleculares.
expresion de las distintas moléculas de adhesion celular neural estudiadas en este trabgjo, en diversas
areas cerebrales.

4.1.2.1. Efectos conductuales

El ANOVA de los datos correspondientes a la inmovilidad conductual mostrada por las ratas,
expuestas a test de retencion 12 horas post-entrenamiento, mostré un efecto significativo del factor
grupo [F(3,37)=27,25; p<0,0001, ver figura 12]. La redizacién de andlisis a posteriori, mediante la
prueba de t de Student, indicd que la inmovilidad conductual mostrada por todos los grupos
condicionados (grupos de 0,2, 0,4 y 1 mA, respectivamente) fue significativamente mas ata en todos
ellos, en comparacion con € grupo control manipulado (p<0,05 en todos los grupos analizados).
Ademas, también se observo que € grupo que se entrend a 1 mA de intensidad mostraba valores de
inmovilidad conductua significativamente més elevados, tanto a compararlo con & gupo entrenado a
una intensidad de 0,4 mA (p<0,05), como con & grupo entrenado a 0,2 mA (p<0,005). Ademas, €
grupo entrenado a una intensidad intermedia de 0,4 mA también, mostraba vaores de inmovilizacion
conductual significativamente mas elevados que los de las ratas entrenadas a 0,2 mA (p<0,005).
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Figura 12. En la grafica se muestra la media del porcentaje de inmovilidad conductual en la
fase de retencion, de 10-20 ratas por grupo * el error estandar de la media, 12 horas
después del entrenamiento en el modelo del condicionamiento de miedo al contexto a
diferentes intensidades de descarga eléctrica.

4.1.2.2. Niveles plasmaticos de corticosterona

El ANOVA de los datos correspondientes a los niveles plasméticos de corticosterona (ng/ml),
medidos 12 horas después del entrenamiento de las ratas en @ modelo del condicionamiento a
contexto, mostré un efecto significativo del factor grupo F[(4,59)]=7,88, p<0,0001, ver figura 13]. La
redizacion de andlisis a posteriori, mediante la prueba de t de Student, mostré que todos los grupos
condicionados mostraban niveles plasméticos de corticosterona significativamente incrementados,
como resultado del entrenamiento, a compararlos con € grupo control no manipulado (p<0,01 en
todos los grupos andizados). Por otro lado, los grupos entrenados a 1 mA y 0,4 mA, mostraban niveles
de corticosterona plasmética significativamente més elevados que los del grupo control manipulado
(p<0,05, en ambos casos).
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Figura 12. En la grafica se muestran los datos correspondientes a la media de los niveles
plasmaticos de corticosterona en la fase de retencion, de 10-20 ratas por grupo * el error
estandar de la media, 12 horas después del entrenamiento de las ratas en el
condicionamiento del miedo al contexto a diferentes intensidades de descarga eléctrica.

4.1.2.3. Expresion de las distintas CAMs en diversas regiones

cerebrales

A continuacion, se muestran  los resultados obtenidos para la expresion de moléculas de
adhesion celular neurd en la fase de retencion, 12 horas después del entrenamiento en e modelo de

CMC, en d hipocampo y en las diferentes regiones cerebrales analizadas mediante la técnica de
ELISA.
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4.1.2.3.1. Hipocampo

Expresion de NCAM

El ANOVA de los datos correspondientes a la expresion de NCAM en € hipocampo en € test
de retencion del modelo de CMC, 12 horas después del entrenamiento, mostro un efecto significativo
dd factor grupo F[(4,59)]=29,76, p<0,0001, ver figura 13]. La redizacion de andisis a posteriori,
mediante la prueba de t de Student, indico que todos los grupos condicionados (grupos de 0,2, 04y 1
mA) mostraban un decremento significativo en la expresion de NCAM a compararlos con cada uno de
los grupos controles (p<0,005 en todos los casos andizados). Por otro lado, € grupo entrenado a la
intensidad de 0,4 mA, mostro niveles de NCAM significativamente més elevados que los ddl grupo de
1 mA (p<0,02); mientras que en & grupo entrenado a 0,2 MA se observl una tendencia a mostrar
valores de NCAM significativamente més elevados que los del grupo de 1 mA (p<0,0626, n.s).
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Control= Grupo control manipulado.
0,2, 0,4, 1= Grupos que se entrenaron a0,2, 0,4
y 1 mA, respectivamente en e CMC.

Figura 13. En la grafica, se muestran los resultados correspondientes a la expresion de
NCAM en el hipocampo, de 10-20 ratas por grupo + el error estandar de la media (medida en
sinaptosomas a 492 nm), 24 horas después del entrenamiento de las ratas en el
condicionamiento del miedo al contexto a diferentes intensidades de descarga eléctrica.

Expresion de PSA-NCAM

El ANOVA de los datos correspondientes a la expresion de la forma polisializada de NCAM,
PSA-NCAM, en d hipocampo, 12 horas post-entrenamiento, mostré un efecto significativo dd factor
grupo F[ (4,59)=3,91, p<0,00001, ver gréfica 14]. La redizacion de andlisis a posteriori, mediante la
prueba de t de Student indicd que la expresion de PSA-NCAM se mantuvo significativamente més baja
en todos los grupos entrenados en € condicionamiento del miedo a contexto, en comparacién con €
grupo control no manipulado (p<0,05, en todos los casos). También indicd que & grupo que se entrend
a1l mA de intensidad mostro niveles de PSA-NCAM significativamente disminuidos en comparacion
con los del grupo control manipulado (p<0,05) (ver gréfica 14).
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CNM= Grupo control no manipulado.

Control= Grupo control manipulado.

0,2, 0,4, 1= Grupos que se entrenaron a 0,2, 0,4
y 1 mA, respectivamente en el CMC.

Figura 14. En la gréfica, se muestran los resultados correspondientes a la expresion de
PSA-NCAM en el hipocampo, de 10-20 ratas por grupo * el error estandar de la media

(medida en sinaptosomas a 492 nm), 24 horas después del entrenamiento de las ratas en el
condicionamiento del miedo al contexto.

Expresion de L1

El ANOVA de los datos correspondientes a la expresion de L1 en € hipocampo, 12 horas
después dd entrenamiento, mostré un efecto significativo del factor tratamiento F[(4,59)=8,75,
p<0,0001, ver gréfica 15). La realizacion de andisis a posteriori, mediante la prueba de t de Student
mostré que los niveles de L1 se vieron significativamente incrementados en los grupos entrenados en €
modelo del condicionamiento del miedo a contexto, tanto con la més baa intensdad (0,2 mA), como
con la més dta intensdad de descarga eéctrica (1 mA), comparados tanto versus grupo control
manipulado (p<0,05 en ambos casos), como en comparacion ad grupo control no manipulado (p<0,05
en ambos casos). Por otro lado, € andlisis t de Sudent evidencid una ata tendencia en las ratas
entrenadas a 0,4 mA a mostrar valores de L1 significativamente mas bajos tanto en comparacion a los
del grupo entrenado a 1 mA (p<0,069, n.s), como en comparacion a grupo que se entrend a 0,2 mA en
el CMC (p<0,063, n.s).
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* p<0,05 vs grupo control no manipulado.

+ p<0,05 vs grupo control manipulado.

Control= Grupo control manipulado.
0,2, 0,4, 1= Grupos que se entrenaron a 0,2, 0,4
y 1 mA, respectivamente en el CMC.

Figura 15. En la gréfica, se muestran los resultados correspondientes a la expresion de L1
en el hipocampo, de 10-20 ratas por grupo = el error estandar de la media (medida en
sinaptosomas crudos a 492 nm), 24 horas después del entrenamiento de las ratas en el
condicionamiento del miedo al contexto a diferentes intensidades de descarga eléctrica.

4.1.2.3.2. Amigdala

En este experimento se incluydé la amigdala entre las regiones cerebrales estudiadas por
considerarse su interés, dada la amplia literatura que relaciona este complegjo de nudcleos con €
condicionamiento dd miedo.

Expresion de NCAM

El ANOVA de los datos correspondientes a la expresion de NCAM en la amigdala no indico
un efecto significativo dd factor grupo F(3,36)=1,54, p<0,22]. No obstante, dadas las variaciones
observadas en la grafica 16, se procedi6 aredizar andisis estadisticos post hoc. El andlisis a posteriori
de t de Student, indico que € grupo que se entrené a 0,2 mA en e CMC, mostré niveles de NCAM
significativamente mas bagjos (p<0,05) que los del grupo control manipulado.
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* p<0,05 vs grupo control manipulado.
Control= Grupo control manipulado.
0,2, 0,4, 1= Grupos que se entrenaron a 0,2, 0,4
y 1 mA, respectivamente en el CMC.

Figura 16. En la gréfica, se muestran los resultados correspondientes a la expresion de
NCAM en la amigdala, de 7-15 ratas por grupo = el error estandar de la media (medida en
sinaptosomas crudos a 492 nm), 24 horas después del entrenamiento de las ratas en el
condicionamiento del miedo al contexto a diferentes intensidades de descarga eléctrica.

Expresion de PSA-NCAM

El ANOVA de los datos correspondientes a la expresion de PSA-NCAM en la amigdala, no
indico un efecto significatico del factor grupo [F (3,36)=2,58, p<0,07, n.s, ver gréfica 17]. No obstante,
dadas la variaciones observadas en la gréfica 17, se procedi6 a redizar andlisis estadisticos post hoc.
La redizacion de andlisis a posteriori mediante la prueba de t de Student, indico que € grupo
entrenado a 0,2 mA de intensidad mostré vaores de PSA-NCAM significativamente més elevados
(p<0,01) que los del grupo control manipulado. Por otro lado, se observé unos niveles de PSA-NCAM
aumentados, que tendian a la significacion estadistica en @ grupo de 1 mA vs grupo de 0,4 mA
(p<0,071; n.s). No se observaron diferencias significativas en @ grupo de 0,4 mA en comparacion a
grupo entrenado a 0,2 mA (p<0,24, n.s), ni versus grupo control manipulado (p<0,19, n.s).
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Control= Grupo control manipulado.
0,2, 0,4, 1= Grupos que se entrenaron a 0,2, 0,4
y 1 mA, respectivamente en el CMC.

Figura 17. En la grafica se muestran los resultados correspondientes a la expresion de PSA-
NCAM en la amigdala, de 7-15 ratas por grupo * el error estdndar de la media (medida en
sinaptosomas a 492 nm), 12 horas después del entrenamiento de las ratas en el
condicionamiento del miedo al contexto.

4.1.2.3.3. Corteza frontal

Expresion de NCAM

El ANOVA de los datos correspondientes a la expresion de NCAM en la corteza frontal, 12
horas después del entrenamiento, no mostré un efecto significativo de grupo F[(3,37)=0,196, p<0,89,

n.s, ver gréfica 18].
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Figura 18. En la grafica se muestran los resultados correspondientes a la expresion de
NCAM en la corteza frontal, de 7-15 ratas por grupo * el error estandar de la media (medida
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en sinaptosomas crudos a 492 nm), 12 horas después del entrenamiento de las ratas en el
condicionamiento del miedo al contexto a diferentes intensidades de descarga eléctrica.

Expresion de PSA-NCAM

El ANOVA de los datos correspondientes a la expresion de PSA-NCAM en la corteza frontal
12 horas después dd condicionamiento, mostré un efecto significativo del factor entrenamiento
[F(4,36)=3,273, p<0,03]. La redizacion de andliss a posteriori mediante la prueba de t de Student,
indico que @ grupo entrenado a 0,2 mA mostraba valores de NCAM significativamente més elevados,
tanto a compararlo con € grupo control (p<0,01), como con € grupo que se entrend a 0,4 mA de
intensidad (p<0,025, ver gréafica 19)
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Figura 19. En la grafica se muestran los resultados correspondientes a la expresion de
NCAM en la corteza frontal, de 7-15 ratas por grupo + el error estandar de la media (medida

en sinaptosomas crudos a 492 nm), 12 horas después del entrenamiento de las ratas en el
condicionamiento del miedo al contexto a diferentes intensidades de descarga eléctrica.
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4.1.2.3.4. Estriado

Expresion de NCAM

EL ANOVA ce los datos correspondientes a la expreson de NCAM en € estriado, 12 horas
después del entrenamiento, no mostré un efecto significativo de tratamiento F[(3,38)=0,58, p<0,63, n.s,
ver gréfica 20]
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Figura 20. En la grafica se muestran los resultados correspondientes a la expresion de
NCAM en el estriado, de 7-15 ratas por grupo * el error estandar de la media (medida en
sinaptosomas crudos a 492 nm), 12 horas después del entrenamiento de las ratas en el
condicionamiento del miedo al contexto a diferentes intensidades de descarga eléctrica.
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Expresion de PSA-NCAM

El ANOVA de los datos correspondientes a la expresion de PSA-NCAM en € estriado no
mostré un efecto significativo del factor tratamiento F[(3,37)=0,8, p<0,477, n.s, ver gréfica 21)].
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y 1 mA, respectivamente en el CMC.

Figura 21. En la grafica se muestran los resultados correspondientes a la expresion de PSA-
NCAM en el estriado, de 7-15 ratas por grupo * el error estandar de la media (medida en
sinaptosomas crudos a 492 nm), 12 horas después del entrenamiento de las ratas en el
condicionamiento del miedo al contexto.

4.1.2.3.5. Hipotadlamo

Expresion de NCAM

El ANOVA de los datos correspondientes a la expresion de NCAM en € hipotdamo, no
mostré un efecto significativo de factor grupo F[(3,40)=1,43, p<0,25, n.s, ver gréfica 22].
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Figura 22. En la grafica se muestran los resultados correspondientes a la expresion de
NCAM en €l hipotalamo, de 7-15 ratas por grupo + el error estandar de la media (medida en
sinaptosomas crudos a 492 nm), 12 horas después del entrenamiento de las ratas en el
condicionamiento del miedo al contexto a diferentes intensidades de descarga eléctrica.

Expresion de PSA-NCAM

El ANOVA de los datos correspondientes a la expresion de PSA-NCAM en € hipotdamo, no
mostré un significativo efecto del factor grupo F [(3,37)=0,8, p<0,5, n.g].
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Control= Grupo control manipulado.
0,2, 0,4, 1= Grupos que se entrenaron a 0,2, 0,4
y 1 mA, respectivamente en el CMC.

Figura 21. En la grafica se muestran los resultados correspondientes a la expresion de PSA-
NCAM en el hipotdlamo, de 7-15 ratas por grupo * el error estandar de la media (medida en
sinaptosomas crudos a 492 nm), 12 horas después del entrenamiento de las ratas en el
condicionamiento del miedo al contexto.

4.2. ESTUDIO DEL PAPEL DE LA CORTICOSTERONA EN LA
MODULACION DE LA EXPRESION HIPOCAMPAL DE LA MOLECULA DE
ADHESION CELULAR NEURAL, Y SU POLISIALIZACION, INDUCIDA POR
EL CONDICIONAMIENTO DEL MIEDO AL CONTEXTO

En este experimento, nos planteamos la posibilidad de que algunos de los efectos moduladores
de la expresion de NCAM, y su forma polisializada PSA-NCAM, observados en € apartado anterior
pudieran estar mediados por las acciones de la corticosterona liberada como consecuencia del
entrenamiento. Para evaluar esta posibilidad, disefiamos un experimento dirigido a inhibir la liberacion
de corticosterona durante € condicionamiento, con € objeto de estudiar las consecuencias
conductuales y moleculares de dicha manipulacién experimental. Por otra parte, otros estudios de
nuestro grupo mostraron que la administracion del inhibidor de la sintess y liberacion de
corticosterona, metirgpona (inyectada  subcutaneamente a 100 mg/Kg), 90 min antes de
entrenamiento, induce una reduccion en los niveles de condicionamiento del miedo a contexto
adquirido por los animales (Cordero y cols, 2001).

Asi pues, aqui se planted la posibilidad de que la administracion intraperitonea de metirapona
pudiera ser capaz de modular (revertir) la modulacion en la expresion de moléculas de adhesion celular
observada en € hipocampo a nivel de NCAM y PSA-NCAM 12 horas post-entrenamiento, en ratas
entrenadas en € modelo de CMC con un choque eléctrico de 1 mA de intensidad. En este experimento,
ademés, se exploraron las consecuencias conductuales y neuroendocrinas de dicho tratamiento en la
retencion del condicionamiento y los niveles post-test de corticosterona, evaluados, por tanto, 12 horas
después dd entrenamiento.
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4.2.1. Efectos de la metirapona en las acciones inducidas por el
condicionamiento del miedo al contexto evaluados 12 horas después

del entrenamiento

Para estudiar éstos objetivos se planted un protocolo en € que se incluyeron 4 grupos. Asi, se
inyecté subcutaneamente metirgpona a la mitad de los grupos, y vehiculo a los otros dos restantes,
dando lugar a los siguientes grupos experimentales. (i) grupo a que se inyectd metirapona
(subcutdneamente, 100 mg/Kg) y entrend en & modelo de CMC con 1 mA de intensidad; (ii) grupo a
que se inyecto vehiculo y se entrend en el modelo de CMC con 1 mA de intensidad; asi como sus dos
respectivos grupos controles; es decir, (iii) un grupo inyectado con metirapona, pero no condicionado;
y (iv) un grupo a que se le inyecto vehiculo y recibio la misma manipulacion experimental que los
animales entrenados en e condicionamiento del miedo, pero difiriendo de éstos en € hecho de que no
recibié ninguna descarga el éctrica en la cgja de Skinner.

Exactamente 12 horas después del condicionamiento, se rediz6 d test de retencidn, y se
andiz6 la conducta de inmovilidad de las ratas durante los 8 minutos de duracién del test, tras @ cual
los animales fueron decapitados para proceder a la evaluacion de sus niveles plasméaticos de

corticosteronay ala expresion de las CAMs en € hipocampo.

4.2.1.1. Efectos conductuales

Laredizacion de andisis mediante la prueba de t de Student mostré que los animales alos que
se inyect6 subcutaneamente metirapona (a 100 mg/Kg), y que se entrenaron en € modelo del CMC con
una intensidad de 1 mA, desarrollaban niveles de inmovilidad conductua significativamente méas bajos
(p<0,05) que los ded grupo d que se inyectd vehiculo y que se entrend en € modelo de
condicionamiento de miedo a contexto (ver grafica 22).
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Met + CMC= Grupo al que se inyectdé metirapona
y que se entren6 en el CMC a 1 mA.

Figura 22. En la gréfica se muestra el porcentaje de inmovilidad conductual correspondiente
a la media de 9-10 ratas por grupo mas el error estandar de la media, 12 horas después del
entrenamiento de las ratas en el CMC para el grupo al que se inyectd vehiculo
subcutaneamente, que se entren6 en el CMC y en el grupo al que se inyectdé metirapona y se
entrend en el CMC.

4.2.1.2. Niveles plasmaticos de corticosterona

La redizacion de andisis mediante la prueba de t de Student, mostr6 que ambos grupos
entrenados en d condicionamiento del miedo a contexto (grupo a que se le inyectd s.c. vehiculo, y
grupo a que se le inyectd s.c con metirapona, antes de ser entrenados en € condicionamiento del
miedo a contexto) mostraban niveles de corticosterona plasmética significativamente mas elevados en
comparacion a sus respectivos grupos controles no manipulados (p<0,0001, en ambos casos). Por otro
lado, no se observaron diferencias significativas en los niveles plasméticos de corticosterona, entre €
grupo control a que se inyecto s.c. con metirapona 'y € control a que se inyect6 s.c con vehiculo
(p>0,05, n.s, ver gréfica 23).
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de descarga eléctrica.

Figura 23. La grafica muestra que los grupos condicionados a los que se inyect6 salino o
metirapona, evidencian niveles de corticosterona plasméatica mas elevados que sus

respectivos grupos control, 12 horas después del entrenamiento de los animales en el CMC
a 1 mA de intensidad de descarga eléctrica.

4.2.1.3. Expresion de las distintas CAMs en el hipocampo

A continuacion, se muestran los resultados correspondientes a la expresion de moléculas de

adhesion celular neural (NCAM, y su forma polisidizada), en las diferentes regiones cerebrales
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estudiadas, 12 horas después del entrenamiento en e modelo de CMC en ratas previamente inyectadas
(90 minutos antes del condicionamiento) con vehiculo o con € inhibidor de la sintess de
corticosterona, metirapona.

Expresion de NCAM

Los datos correspondientes a la expresion de NCAM se representan en la figura 24. El
correspondiente andlisis estadistico mediante ANOV As de dos factores mostro un efecto significativo
dd factor "metirgpona’ F[(1,43)=6,755, p<0,0091], que disminuye la expreson de NCAM en €
hipocampo. Sin embargo, los andisis estadisticos correspondientes a factor “condicionamiento’
F[(1,43)=2,645, p<0,11, n.s], asi como a la interaccion de los dos factores (‘metirgpona’ y
“condicionamiento’), sdlo mostraron F(1,1)=1,390, p<0,25, n.g|, una tendencia hacia la significacion
estadistica, que no llegb a ser significativa.

La realizacion de andlisis a posteriori, mediante la prueba de t de Student, mostr6 que € grupo
inyectado con metirapona mostré valores de NCAM significativamente més bajos que los ddl grupo
control a que se inyectd vehiculo (p<0,02). También, se observé una tendencia del grupo a que se
inyect6 vehiculo y se entrend en d CMC, a mostrar niveles de NCAM significativamente més bajos
gue su respectivo grupo control, a que, solo se leinyecto vehiculo (p<0,12, n.s).
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Veh= Grupo al que se le inyecté vehiculo.

Met= Grupo al que se le inyectdé metirapona.

Veh + CMC= Grupo al que se inyectd vehiculo

y se entrend en el CMC a 1 mA de intensidad

de descarga eléctrica.

Met + CMC= Grupo al que se inyecté metirapona
y se entren6 en el CMC a 1 mA de intensidad

de descarga eléctrica.

Figura 26. En la gréfica se muestran los datos correspondientes a la expresion de NCAM en
el hipocampo, 12 horas después del entrenamiento en el modelo de CMC. El disefio
experimental utilizado incluye 4 grupos de animales, de acuerdo con una estrategia
experimental factorial, que incluye la inyeccion bien de vehiculo o bien de metirapona (s.c.,
100 mg/kg) 90 min antes del entrenamiento y, dentro de cada condicién de inyeccién, dos
grupos de animales, uno de los cuales fue entrenado en el CMC con choque eléctrico de 1
mA de intensidad y otro grupo que solo recibié manipulacién, pero no fue condicionado al
miedo.

Expresion de PSA-NCAM

La expresion de PSA-NCAM seindica en la gréfica 27, donde e ANOVA de dos vias indico
un efecto significativo para € factor “condicionamiento’, F[(1,43)=20,8, p=0,0001], lo que indica que
como consecuencia del entrenamiento en el CMC se redujo significativamente la expresion ce PSA -
NCAM para dicho factor; mientras que se observé una leve tendencia del factor “metirapona’ hacia la
sgnificacion estadistica F[(1,36)=1,965, p<0,16, n.g|, que tiende a mostrar niveles de PSA-NCAM
disminuidos en € hipocampo para € “factor metirgpona’. Sin embargo, no se observo un efecto de la
interaccion conjunta de ambos factores, F[(1,1)=0,08, n.g].

Laredlizacion de andisis a posteriori mediante la prueba de t de Student, indicd un descenso
sgnificativo en la polisidizacion de NCAM en € grupo control a que se inyectd metirapona (p<0,05),
cuando se compara con & grupo control a que se inyectd vehiculo. Por otro lado, € grupo control &
gue se inyectd vehiculo mostro valores de PSA-NCAM, significativamente mas elevados vs ambos

grupos condicionados, es decir, tanto en comparacion a grupo a que se inyectd vehiculo y que se
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entren6 en e CMC (p<0,001), como vs grupo & que se inyectd metirapona y se entrend en e CMC
(p<0,001), respectivamente.
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Met= Grupo al que se le inyectdé metirapona.

Veh + CMC= Grupo al que se inyecté vehiculo

y que se entrend en el modelo de CMC a 1 mA
de intensidad de descarga eléctrica.

Met + CMC= Grupo al que se inyectd metirapona
y que se entrend en el CMC a 1 mA de intensidad
de descarga eléctrica.

Figura 27. En la gréfica se muestran los datos correspondientes a la expresion de PSA-
NCAM en el hipocampo, 12 horas después del entrenamiento en el modelo de CMC. El
disefio experimental utilizado incluye 4 grupos de animales, de acuerdo con una estrategia
experimental factorial, que incluye la inyeccion bien de vehiculo o bien de metirapona (s.c.,
100 mg/kg) 90 min antes del entrenamiento y, dentro de cada condicion de inyeccion, dos
grupos de animales, uno de los cuales fue entrenado en el CMC con choque eléctrico de 1
mA de intensidad y otro grupo que solo recibié manipulacion, pero no fue condicionado al
miedo.
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4.3. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO PARA PROFUNDIZAR EN LOS
EFECTOS DEL CONDICIONAMIENTO DEL MIEDO AL CONTEXTO EN LA
POLISIALIZACION DE NCAM EN EL GIRO DENTADO DEL HIPOCAMPO

Este experimento se disefio con objeto de profundizar en los resultados obtenidos en los
experimentos bioquimicos con respecto a la polisidizacion de NCAM en d giro dentado 12 horas
después dd entrenamiento de las ratas en e modelo de condicionamiento del miedo a contexto. En
ellos, mediante la técnica de ELISA, encontramos una reduccién en la polisiaizacion de NCAM en
sinaptosomas de hipocampo en ratas entrenadas en dicho aprendizaje bajo un choque eléctrico de 1
mA, un resultado que contrasta con toda una serie de hallazgos del grupo del Prof. C. Regan (Murphy y
cols, 1996; Murphy y Regan, 1998, 1999) en los que se ha mostrado un incremento en dicha
modificacion pogt-traduccional de NCAM (12 horas después del entrenamiento en distintas tareas de
aprendizaje, tal como se comentd en la Introduccion de la Tesis). Dado que sus estudios se centraron en
la frecuencia de células polisidizadas presentes en la subcapa granular del giro dentado que colinda
con € hilus, planteamos € presente estudio para evauar cua podria ser la modulacion de las mismas
en animales entrenados bajo digtintas condiciones de intensidad de choque eléctrico en é modelo del
condicionamiento del miedo a contexto.

4.3.1 Efectos del condicionamiento del miedo al contexto evaluados 12

horas después del entrenamiento

Ratas macho, p80, de la cepa Wistar se entrenaron en e modelo de condicionamiento de miedo
a contexto, a0,2 mA, 0,4 mA y 1 mA de intensidad de choque e éctrico; condiciones que conducen a
diferentes niveles de condicionamiento del miedo.

Por tanto, & experimento incluyd los siguientes grupos condicionados, que se entrenaron a 0,2
mA (n=10), 04 mA (n=10) y 1 mA, (n=10) respectivamente, y un grupo control manipulado, que no
recibié descarga el éctrica alguna (n=10). Ademés, un quinto grupo (n=12) se entrend en € modelo del
laberinto acuético de Morris, como control positivo en € estudio de la polisiaizacion de NCAM, con
objeto de verificar S, bagjo nuestras condiciones experimentales, 12 horas después ddl entrenamiento en
e modelo del condicionamiento del miedo a contexto se observaba un aumento en la polisaizacion
de NCAM en € giro dentado tal como se ha relatado en otros paradigmas de aprendizaje y memoria,
incluido € laberinto acudtico (Murphy y cols, 1996; Murphy y Regan, 1998). Asi pues, 12 horas
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después dd entrenamiento, los animales fueron sometidos a un test de retencion (en la cga de
condicionamiento o en € laberinto acuético, dependiendo del grupo experimenta ad que se les
adscribi6 en la fase de entrenamiento), e inmediatamente sacrificados para proceder posteriormente a
estudio de la polisidizacion en @ giro dentado.

4.3.1.1 Efectos conductuales

El andlisis de los datos correspondientes a la variable de inmovilidad conductual desarrollada
por las ratas, replicod resultados previos obtenidos en otros experimentos conductuales, redlizados 12
horas postentrenamiento, donde se observé que las ratas desarrollaban € mismo patrén de inmovilidad
conductua que en este experimento (ver figura 28). EI ANOVA de los datos correspondientes a la
inmovilidad conductua 12 horas después del entrenamiento de las ratas en e CMC, mostré un efecto
sgnificativo del factor grupo F(2,26)=34,25, p<0,0001]. La redizacion de andiss a posteriori,
mediante la prueba de t de Student, indicd que todos los grupos condicionados mostraron valores de
inmovilidad conductua significativamente més elevados (p<0,05 en todos los grupos analizados) que
el grupo entrenado a 0,2 mA. Como en experimentos anteriores, € grupo que se entrend en e modelo
de CMC con la mas dta intensdad de choque eéctrico (1 mA) mostré vaores de inmovilidad
conductua significativamente més elevados que los grupos entrenados a 0,2 mA (p<0,05) y a 0,4 mA
(p<0,01). A su vez, € grupo entrenado a 04 mMA mostré6 niveles de inmovilidad conductua
significativamente mas elevados (p<0,01) que los del grupo entrenado con la intensidad més bga (0,2
mA).

T 100
2 *
S 80 #
= *
£ 60 - T
S
o 40 -
i)
S 201
°
& 0
0,2 0,4 1

intensidad de descarga eléctrica (mA)

145



* p<0,01 vs grupo control que se entren6 a 0,2 mA en el CMC.

# p<0,05 vs grupo control que se entrend a 1 mA en el CMC

0,2, 0,4y 1 mA= Grupos que se entrenaron a 0,2, 0,4

y 1 mA respectivamente en el CMC.

Figura 28. En la grafica se muestra el porcentaje de inmovilidad conductual correspondiente
a la media de 10-12 ratas por grupo, * el error estdndar de media, 12 horas después del
entrenamiento de las ratas en el condicionamiento del miedo al contexto.

4.3.1.2. Efectos en la polisializacion de NCAM en el giro dentado

El ANOVA de los datos correspondientes a la expresion de la forma polisiaizada de NCAM
en d borde de la capa polimorfica granular/hilus del giro dentado, mostré un efecto significativo del
factor grupo, F[(3,35)=6,81, p<0,001, ver figura 29]. La redizacion de andiss a posteriori, mediante
la prueba de t de Student mostré que los niveles de PSA-NCAM fueron significativamente mas
elevados en € grupo que se entrend a 0,4 mA, en comparacion con € resto de grupos (p<0,05 en todos
los casos analizados). Por e contrario, en € grupo de 1 mA se observo una reduccién en la frecuencia
de neuronas polisadizadas en comparacion con € resto de grupos (p<0,05 en todos los casos
andizados). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en la frecuencia de
polisdizacion entre e grupo entrenado a 0,2 mA y € grupo control (p>0,05, n.s).

Por otra parte, @ estudio mostré que € entrenamiento en € laberinto acuético de Morris indujo,
como habian mostrado trabajos anteriores (Murphy y cols, 1996; Murphy y Regan, 1998), indujo un
incremento en e estado de polisializacion de NCAM en d giro dentado. En efecto, ya que € pertinente
andliss mediante la prueba de t de Student, mostré que 12 horas después del entrenamiento en €
laberinto acuatico de Morris, se observé un aumento significativo de la frecuencia de polisidizacion en
la capa polimdrfica granular del giro dentado en e grupo entrenado en € laberinto acuético de Morris
en comparacion d grupo control (p<0,0025).
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y 1 mA respectivamente en el CMC.

LAM= Grupo que se entrend en el laberinto acuético de Morris.

Figura 29. En la grafica se muestran los resultados correspondientes a la frecuencia de
polisializacion de NCAM, de 10-12 ratas por grupo mas el error estdndar de la media, en el
borde de la capa polimoérfica granular del giro dentado,. También se muestra la frecuencia de
polisializacion del grupo que se entrend en el laberinto acuatico de Morris (LAM), 12 horas
post-entrenamiento.

A continuacion, se muestra en los fotomontajes de las figuras 30 y 31 laimunoreactividad del
anticuerpo monoclona para PSA-NCAM en d borde de la capa polimorfica granular/hilus del giro
dentado, entre & grupo control y & grupo entrenado a 0,4 mA en e CMC (Ver gréfica 30 a400 mm), y
entre los grupos entrenados a 0,4 y 1 mA, respectivamente (ver figura 31 a 100 nm, donde las cdulas
PSA-NCAM positivas se marcan con yoduro de propidio). En dichas figuras, se aprecia el aumento del
nimero de neuronas PSA-NCAM positivas en € grupo entrenado a 0,4 mA en el CMC y la frecuencia
de polisiaizacion disminuida observada en € grupo que se entrené a1 mA (ver figuras).
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Figura 29. A) Grupo entrenado en el CMC a 1 mA B) Grupo que se entreno a 0.4 mA
an el CMC

Ohsérvese la fecha que indica la inmunoreactividad para PSA-NCAM en las fibras de
Mossy.
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A) Grupo Control

B) Grupo entrenado a 0,4 mA en el CMC

Figura 30. Obsérvese la mayor frecuencia de neuronas polisidizadas en @ borde de la

capa polimdrficagranular del giro dentado en € grupo de 0,4 mA vs grupo control.
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4.4. EFECTOS DEL ENTRENAMIENTO EN EL CONDICIONAMIENTO DEL
MIEDO AL CONTEXTO EN LA MEMORIA PARA OTRO TIPO DE
PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION EN RATAS ENTRENADAS EN EL
LABERINTO ACUATICO DE MORRIS

Tal como se resefid en los objetivos, mediante este experimento se pretendio estudiar las posibles
implicaciones de los resultados relativos en € aparatado 4.3, que mostraban una polisidizacion
diferencia en los grupos condicionados de 04 y 1 mA. Para dlo, se disefié un experimento, cuyo
protocolo se describe a continuacion, en € que las ratas se entrenaron en dos paradigmas diferentes:
CMC y laberinto acuético de Morris, con objeto de determinar la posibilidad de que @ entrenamiento
en e condicionamiento del miedo a contexto a las intensidades de 0,4 y de 1 mA, pudiera afectar
diferenciamente la memoria para otro tipo de procesamiento de la informacion en ratas entrenadas en
el laberinto acudtico de Morris.

Protocolo experimental

El protocolo seguido se dividio en varias fases experimentales, y se desarrollo en 4 dias
consecutivos. Asi, en € primer dia de experimento, los animales se sometieron a 4 ensayos de
entrenamiento en € laberinto acuatico de Morris, durante los cuales se midio la latencia o tiempo que
tardaban las ratas en encontrar la plataforma parcialmente sumergida. Inmediatamente, después del
ltimo ensayo, se las seco con una todla durante un periodo total de 8 minutos, y acto seguido, se
entrenaron en € modelo de condicionamiento del miedo a contexto segin e protocolo habitua
descrito en materiales y métodos, balancedndose e nimero de animales en cada grupo. Por tanto, las
ratas que se entrenaron en & modelo de condicionamiento del miedo a contexto, recibieron
intensdades de 04 mA (n=13), o0 1 mA (n=20), en funcion de grupo experimenta ad que se
adscribieron, incluyéndose un grupo control no manipulado (n=15), y otro grupo control manipulado:

que s6lo se expuso a la camara de condicionamiento, pero sin recibir descarga el éctrica alguna (n=12).

Después de un dia de reposo se las sometid a un test de transferencia (test de natacion libre, en
el que se retird la plataforma sumergida) durante 60 segundos. Acto seguido, después del test de
transferencia, las ratas se reentrenaron (durante 4 sesiones de reaprendizaje) en e laberinto acuético de
Morris con la plataforma sumergida en la misma locdizacién donde se habia ubicado en la fase de



entrenamiento. Al dia siguiente, se evalud la retencion de la memoria por reexposicion de las ratas d
test de condicionamiento de miedo a contexto, reexponiéndolas durante 8 minutos en la cdmara de
condicionamiento (segun € protocolo habitua descrito en materides y métodos).

4.4.1. Efectos conductuales

4.4.1.1. Efectos conductuales en la fase de retencion del

condicionamiento del miedo al contexto

El andlisis de la variable de inmovilidad conductua desarrollada por las ratas entrenadas en €
CMC replico datos de experimentos anteriores, donde la conducta de inmovilidad conductua se
analizo en lafase de retencion, de formaque el ANOVA de los datos mostré un efecto significativo de
grupo F[(2,26)=34,25, p<0,0001]. La redizacion de andisis a posteriori, mediante la prueba de t de
Student, indicd que todos los grupos condicionados mostraron vaores de inmovilidad conductud
significativamente més eevados (p<0,05 en todos los grupos andizados) vs grupo control manipulado
(ver figura 32). Como en experimentos anteriores, € grupo que se entrend en & modelo de CMC con la
més dta intensdad de choque déctrico (1 mA) mostré vaores de inmovilidad conductua
significativamente mas elevados vs grupo control manipulado (p<0,05) y vs grupo de 0,4 mA (p<0,01),
respectivamente. A su vez, € grupo entrenado a 0,4 mA mostré niveles de inmovilidad conductua
significativamente més elevados (p<0,01) que los ddl grupo control manipulado.
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* p <0,05 vs grupo control manipulado.
# P<0,05 vs grupo que seentrend a1l mA ene CMC.
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Control= Grupo control manipulado: sdlo expuesto
alacémara de condicionamiento.

CMC= Condicionamiento del miedo a contexto.

04, 1= Grupos que seentrenaron 20,4y 1 mA,
respectivamente en e CMC.

Figura 32. En la grafica se muestra el porcentaje de inmovilidad conductual de desarrollada

por las ratas hipocampo + el error estandar de la media, de 8-10 ratas por grupo en la fase
de retencion del modelo del condicionamiento del miedo al contexto.

4.4.1.2 Efectos conductuales en el test del laberinto acuatico de Morris

= 4.4.1.2.1. Test de transferencia

A continuacion, se indica € andlisis conductua de los datos correspondientes a test de
transferencia del laberinto acuético de Morris (sin plataforma alguna), donde se evalud € tiempo de
permanencia de los diferentes grupos, y para cada uno de los cuatro cuadrantes imaginarios, alo largo
del tiempo tota que duro dicho test (1 minuto), asi como también desglosado durante los 30 primeros y
los dltimos 30 segundos del test (ver figuras 33 a 35).

La redizacion de una prueba de t de Student indicd que durante los 30 primeros segundos del
test de transferencia, las ratas que se entrenaron a 0,4 mA en el CMC tenian unatendencia a mostrar un
porcentaje de permanencia mayor que las ratas del grupo de 1 mA (p<0,12, n.s) cuando nadaban en €l
cuadrante | (cuadrante en el que se habia ubicado la plataforma cuando las ratas fueron entrenadas en e
laberinto acudtico de Morris); 1o que indica que @ condicionamiento de miedo a 0,4 mA facilitaba la
retencion de la memoria —para otro tipo de procesamiento de informacion en € grupo que fue
condicionado a 0,4 mA vs grupo de 1 mA (ver gréfica 34)-. Es decir, que € condicionamiento de
miedo para € grupo entrenado a 0,4 mA en d CMC, facilitaba € recuerdo de donde se ubico la
plataforma cuando las ratas fueron entrenaron en e laberinto acuatico de Morris; Sin embargo, €
grupo de 1 mA mostré un recuerdo similar a de los controles, en € test de transferencia (sin
plataforma), cuando se evalud € recuerdo —1 dia después del entrenamiento en el laberinto acuético de
Morris-. Ademaés, |6gicamente, durante los 30 primeros segundos de diho test de transferencia, € grupo
de 1 mA mostré un porcentagje de permanencia mayor en € cuadrante |1 (por donde se introdujeron las
ratas en la piscina) vs grupo de 0,4 mA (p<0,007), no observandose diferencias significativas dignas de
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mencion para el resto de grupos andizados y en los diferentes cuadrantes considerados (p>0,05, n.s en

todos |os casos).

A continuacion, se indican los resultados correspondientes a porcentgje de tiempo tota (1 minuto) del
test de transferencia (ver grafica 33).

Figura 33
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QI* = Cuadrante | (Cuadrante en el que se habia ubicado la
plataforma durante el entrenamiento de las ratas en el laberinto

acuético de Morris).

QIll= Cuadrante por el que se introdujeron los animales en la piscina.
Ql, Qll, Qlll= Segundo, tercer y cuarto cuadrante imaginario en los

gue se dividio la piscina.

LAM= Laberinto acuético de Morris.

CNM= Control no manipulado.

Control= Control manipulado: sélo se expuso a la caja de Skinner.

0,2, 0,4 y 1 mA= Grupos entrenados en el modelo de condicionamiento de
miedo al contexto a 0,4, y 1 mA de intensidad de descarga eléctrica,

respectivamente.



Figura 33. En la figura se indican los resultados correspondientes al porcentaje de
permanencia de 8 ratas por grupo, * el error estandar de la media en el test de transferencia,
para cada uno de los cuadrantes analizados a lo largo del tiempo total del test (1 minuto).

También se muestra € porcentgie de tiempo durante los 30 primeros segundos del test de
trandferencia (ver gréfica 34), asi como también durante los Ultimos 30 segundos de dicho test

(ver gréfica 35).

Figura 34
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* p<0,05 con respecto a grupo de 1 mA.

Figura 34. En las figura se indican los resultados correspondientes al porcentaje de
permanencia en el test de transferencia de 8 ratas por grupo, + el error estandar de la media,
en cada uno de los cuadrantes analizados, durante los primeros 30 segundos del test de
transferencia.



En la figura 35 también se muestran los resultados correspondientes d test de transferencia

considerando sdlo los Ultimos 30 segundos del test.

Figura 35
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Figura 35. En las figura se indican los resultados correspondientes al porcentaje de
permanencia en el test de transferencia de 8 ratas por grupo, + el error estdndar de la media,
en cada uno de los cuadrantes analizados, durante los ultimos 30 segundos de duracion del
test.

4.4.1.2.2. Curva de reaprendizaje de las ratas entrenadas en el

laberinto acuatico de Morris

La curva de aprendizaje de las ratas que se entrenaron en € laberinto acuético de Morris se
muestran en lafigura 36, donde se indican las latencias medias alo largo de los diferentes ensayos.

La realizacion de un ANOVA de dos vias, para € factor “ensayo” y para el factor "grupo’, asi
como para la interaccion conjunta de ambos factores en los ensayos de reaprendizaje, no mostré
diferencias significativas dignas de mencion en los grupos andizados, excepto en € grupo de 1 mA vs

grupo control no manipulado (CNM), que se indican a continuacion.
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* p<0,05 vs grupo control no manipulado (CNM).

CNM= Control no manipulado (CNM).

Control= Grupo control manipulado: sélo expuesto a la caja de Skinner.

CMC 0,2 mA, CMC 0,4 mA y CMC 1mA= Grupos que se entrenaron el modelo de
condicionamiento de miedo al contexto a 0,4, y 1 mA de intensidad de descarga

eléctrica, respectivamente.

Figura 36. Curva de reaprendizaje de las ratas a lo largo de las 4 ensayos de aprendizaje,
gue muestra la latencia media * el error estandar de la media, de 8-10 ratas por grupo en las
cuatro sesiones del test, donde se indican las diferencias significativas entre el grupo de 1
mA y el grupo control no manipulado (CNM) en el segundo ensayo de reaprendizaje.

A continuacion, se muestran los ANOVAs de dos factores, correspondientes a la latencia
media para € factor “grupo’, y para € factor “ensayo’, asi como de la interaccion conjunta de ambos
factores en los ensayos de aprendizaje del laberinto acuético de Morris. Asi, dado que e ANOVAsde
dos factores para la latencia media de reaprendizaje correspondiente a los cuatro ensayos de
reaprendizaje, indico que e grupo de 1 mA mostro una dta tendencia hacia la significacion estadistica
para € “factor grupo’, F [(3,15)=3,614, p<0,0781, n.g|; (indicativo de que en los ensayos de
reaprendizaje se observo una tendencia en € grupo de 1 mA a mostrar una latencia a encontrar la
plataforma significativamente mas elevada vs grupo control no manipulado), se andiz6 la posibilidad



de que pudieran exigtir diferencias significativas s consideramos las latencias medias correspondientes
a las dos primeras sesiones de reaprendizaje. Asi, la realizacion de un ANOVA de dos vias para la
latencia media de las dos primeras sesiones de regprendizgje, indicod un efecto significativo de grupo
F[(1,24)=4,346, p<0,05], indicativo de que & grupo condicionado a 1 mA mostraba una latencia de
regprendizaje significativamente més elevada que la del grupo CNM. En definitiva, las ratas expuestas
almA end CMC, mostraban una retencion peor en la fase de reaprendizaje del laberinto acuatico de
Morris de la localizacién de la plataforma durante € entrenamiento en comparacion a grupo CNM;
mientras que & grupo de 0,4 mA, no mostro diferencias significativas en las latencias de reaprendizaje
en comparacion d grupo CNM (ver gréfica 37). Tampoco se evidenciaron diferencias significativas
dignas de mencion para las latencias medias de reaprendizaje en € resto de grupos analizados (datos

no mostrados).

Ademas, e ANOVA de dos factores correspondiente a la latencia media de reaprendizaje en
las dos primeros ensayos no indicd un efecto significativo del factor “ensayo™ F[(1,14)= 2,815,
p<0,1156, n.g], asi como tampoco de la interaccion conjunta de ambos factores ("grupo” y “ensayo’
F[(1,14)=0,57, p<0,46, n.g], cuando se consideran conjuntamente solo las dos primeras sesiones de
reaprendizgje de las ratas entrenadas en e laberinto acuético de Morris, para las latencias de

regprendizaje ddl grupo de 1 mA y del grupo CNM.
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* p<0,05 vs grupo control no manipulado.
Control= Grupo control manipulado: sélo expuesto a la caja de Skinner.

CNM= Grupo control no manipulado.
0,4y 1ImA= Grupos que se entrenaron en el CMC a 0,4,

157



y 1 mA de intensidad, respectivamente.

Figura 37. Curva de reaprendizaje en el paradigma del laberinto acuatico de Morris, que
muestra la media de la latencia + el error estandar en las dos primeras sesiones de
reaprendizaje, entre el grupo el grupo de 1 mA que se entrené en el modelo del laberinto
acuatico de Morris y el grupo CNM.



4.5. EFECTOS DEL ESTRES CRONICO EN EL CONDICIONAMIENTO DEL
MIEDO AL CONTEXTO Y EN LA MODULACION DE LA EXPRESION DE
MOLECULAS DE ADHESION CELULAR NEURAL

Dadas las ya relatadas alteraciones que produce € estrés crénico en e cerebro, especidmente en la
formacién hipocampa (ver Introduccion), planteamos un estudio cuyo objetivo prioritario fue estudiar
la posible modulacién del estrés cronico y/o dd condicionamiento de miedo a contexto sobre la
expresion de moléculas de adhesién celular en € hipocampo y otras regiones cerebrales. Asi pues,
simultdneamente, también se estudio s € estrés cronico podria afectar la conducta en € CMC, asi
como su posible efecto sobre los niveles plasméticos de corticosterona. Ademés, se evalud € efecto

gue €l estrés cronico produce en e peso corpord, asi como en e peso relativo del timo.

Para ello, 20 ratas macho Wistar se sometieron diariamente a estrés cronico durante 21 dias, con
una duracién de la exposicidn a estrés de 6 horas diarias (entre las 8:00 y las 14:30 horas) mediante
inmovilizacion, por restriccion de sus movimientos. Durante este periodo, los animaes controles
(n=22) permanecieron sin manipular en sus respectivas jaulas en € estabulario. Un dia después de la
terminacion del procedimiento inductor de estrés crénico (dia 23), dos subgrupos de ratas procedentes
uno de dlos de la condicion de “estrés’ (n=10), y otro del grupo control (n=12), se sometieron a un
entrenamiento en e modelo del condicionamiento del miedo d contexto, con la intensidad de descarga
gléctrica de 1 mA. Por tanto, & experimento incluyé, los siguientes grupos. grupo control no
manipulado (n=10), grupo que se sometid a estrés cronico mediante inmovilizacién (n=8), grupo que se
entrend en e modelo del condicionamiento a contexto (N=12), y grupo que se Sometid a estrés crénico

y que se entrend en € modelo del condicionamiento del miedo a contexto (n=10).

4.5.1. Efectos del estrés cronico sobre las variables de peso corporal y

peso del timo por peso de rata

En primer lugar, se estudio € efecto que produjo € estrés cronico y/o  condicionamiento del
miedo a contexto sobre las variables del peso corpora y sobre € peso rativo dd timo (mg de timo
por 100 g de peso corporal). Ta como se muestra en la figura 38, las ratas sometidas a estrés cronico
mostraban una reduccion significativa del peso en la fase final del procedimiento inductor de estrés

cronico, s se compara con los animales controles. Asi, e ANOVA de dos vias, mostré un efecto
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atamente significativo del factor estrés sobre e peso corpora F[(1,38)=78,01, p<0,0001], mostrando
una reduccién del mismo. Tal como se esperaba, € condicionamiento del miedo a contexto no influy6
sobre € peso corpora F[(1,38)=0,945, n.g], ni tampoco se observo un efecto significativo de la
interaccion conjunta de ambos factores (“estrés’ y “condicionamiento de miedo”) sobre € peso corporal

[F(1,1)=0,66, n.g.
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Control= Grupo control.

Estrés= Grupos sometidos a estrés cronico.

CMC= Condicionamiento del miedo al contexto.

* p <0,001 vs grupo control.
+ p <0,001 vs grupo ‘no estresado’
y que se entrend en el CMC a 1 mA.

Figura 38. En la grafica se muestran los datos correspondientes al peso corporal * el error
estandar de la media de 10-12 ratas por grupo, en ratas sometidas a estrés cronico y/o
entrenadas en el condicionamiento del miedo al contexto.

Por otra parte, los datos correspondientes al ANOVA de dos vias para €l peso relativo del timo
(mg de timo/100 gramos de peso corpora), indicaron una ausencia de efecto del factor “estrés’
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F[(1,38)=0,01, n.g], asi como una ausencia de efecto, tanto de factor “condicionamiento’
F[(1,38)=1,04, n.g], como de la interaccion conjunta del factor “estrés” y del factor “condicionamiento”
F[(1,38)=0,04, n.s, Ver figura 39].
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Control= Grupo control
Estrés= Grupos sometidos a estrés cronico.
CMC-= Condicionamiento del miedo al contexto.

Figura 39. En la grafica se muestran los datos correspondientes al peso relativo del timo de

10-12 ratas por grupo * el error estandar, en ratas sometidas a estrés cronico y/o
condicionamiento del miedo al contexto.

4.5.2. Efectos del estrés créonico sobre el condicionamiento del miedo

al contexto

Ta como se muestra en la figura 40, é ANOVA de los datos correspondientes a
condicionamiento del miedo, mostré un aumento significativo de los niveles de inmovilidad conductua
en las ratas estresadas cronicamente, tanto durante € periodo post-descarga de lafase de entrenamiento
en d CMC [F (1,21)=5/42, p<0,03], como en la fase de retencion —readlizada 24 horas post-
entrenamiento- [F (1,21)=4,3, p<0,05].
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Es importante destacar que tanto los controles, como las ratas sometidas a estrés cronico no
mostraban la conducta de inmovilidad durante € periodo previo a la primera descarga (0 predescarga)
durante la fase de entrenamiento del modelo del condicionamiento de miedo a contexto (0% de
inmovilidad conductual: 0% de las ratas estresadas, n.s.).
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Figura 40. En la gréfica se muestran los datos correspondientes a la media del porcentaje de
inmovilidad conductual de 10-12 animales por grupo + el error estandar de la media, en ratas
sometidas a estrés cronico y condicionamiento del miedo al contexto. Se indica la inmovilidad
conductual tanto en el entrenamiento (ver grafica de la izquierda), como en la retencion del
test, 24 horas después del entrenamiento de los animales en dicho paradigma conductual
(ver gréfica de la derecha)

4.5.3. Efectos del estrés cronico y del condicionamiento del miedo al

contexto sobre los niveles plasmaticos de corticosterona

Se procedio a la evauacion de los niveles plasméticos de corticosterona en todos |os grupos
experimentales, redizando dicha medida 24 horas post-entrenamiento, inmediatamente después de
someter a las ratas entrenadas al test de retencion. El andlisis de los datos correspondientes a los
niveles hormonales, mediante ANOVA de 2 vias, indicd una ausencia del efecto del factor “estrés’ [F

(1,38)=1,9, p<0,17, n.g], s hien cabe sefidar una leve tendencia en los animales estresados a mostrar
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sus valores hormonaes incrementados. Sin embargo, como cabia esperar, dicho andlisis mostré un
efecto atamente significativo para € factor condicionamiento en la fase de retencion [F (1,38)=62,61,
p<0,0001], de forma que aumentaban significativamente los niveles plasméticos de corticosterona, en
los animales sometidos d test de retencion en e modelo de CMC. Por otra parte, dicho andisis indicd
una ausencia de interaccién de ambos factores, F[(1,1)=0,01, n.s, ver gréfica 41].
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Control= Grupo control.
Estrés= Grupos sometidos a estrés cronico.

CMC= Condicionamiento del miedo al contexto.

Figura 41. En la gréafica se muestran los datos correspondientes a los niveles plasmaticos de

corticosterona, de 10-12 ratas por grupo * el error estandar de la media, en ratas sometidas
a estrés crénico y/o condicionamiento del miedo al contexto.
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4.5.4. Efectos del estrés cronico y del condicionamiento del miedo al
contexto sobre la expresion de las moléculas de adhesion celular neural en

diversas regiones cerebrales

4.5.4.1. Hipocampo

Dado que, como se resefid con anterioridad, € estrés cronico produce dteraciones en la
formacion hipocampal, se andiz6 la expreson de moléculas de adhesion celular neural en este
protocolo de estrés crénico, mediante la técnica de ELISA, para las moléculas de adhesion celular:
NCAM, su forma polisdizada—PSA-NCAM-, y € antigeno L 1.

Expresion de NCAM

Los resultados obtenidos para NCAM se muestran en la figura nimero 42. El andlisis de los
resultados, mediante un ANOVA de dos vias, mostré un efecto significativo del factor “estrés’
[F(1,38)=12,87, p<0,0011], indicaivo de que dicho tratamiento induce un decremento significativo de
la expresién de NCAM en € hipocampo. Sin embargo, dicho andlisis indicod una ausencia de efecto del
“factor condicionamiento” [F(1,38)=0,077, n.g y de la interaccion entre ambos factores (‘estrés’ y
condicionamiento”) F[(1,1)=0,353, n.g].

La redizacion de andiss a posteriori, mediante la prueba de t de Student, indico que los dos
grupos sometidos a estrés crénico; es decir, tanto € control sometido a inmovilizacion (p<0,004),
como €l grupo que se entrend en € modelo de condicionamiento del miedo a contexto (p<0,05),
mostraban valores de NCAM significativamente mas bajos que sus respectivos grupos controles ‘no
estresados'.
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Figura 42. En la grafica se muestran los datos correspondientes a la expresion media de
NCAM en el hipocampo, de 10-12 ratas por grupo * el error estandar de la media, en ratas
sometidas a estrés cronico y/o condicionamiento del miedo al contexto.

Expresion de PSA-NCAM

Por otro lado, se determinG la expresion de la forma polisializada de NCAM, PSA-NCAM.
Asi, d andlisis de los datos correspondientes dd ANOVA de dos vias, mostré un efecto significativo del
factor “estrés™ [F(1,38)=4,78, p<0,039], con un aumento significativo en la expresién de PSA-NCAM,
y una ausencia de efecto del factor condicionamiento [F(1,38)=0,713, n.s|. Tampoco se observd un
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efecto de la interaccion entre ambos factores (factor “estrés’ y “factor de condicionamiento”)
[F(1,2)=0,353, n.g.

Como se puede observar en la figura nimero 43, la redizacion de andisis a posteriori,
mediante la prueba de t de Student, mostré que € estrés cronico indujo un incremento en la expresion
de la forma polisidizada de NCAM en ambos grupos estresados cronicamente (p<0,05 en ambos
casos), en comparacion a sus respectivos grupos controles.
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gue se entrend en el CMC a 1 mA.

Control= Grupo control.
CMC-= Condicionamiento del miedo al contexto.

Estrés= Grupos sometidos a estrés cronico.

Figura 43. En la grafica se muestran los datos correspondientes a la expresion media de
PSA-NCAM en el hipocampo, de 10-12 ratas por grupo + el error estandar de la media, en
ratas sometidas a estrés cronico y/o entrenadas en el condicionamiento del miedo al
contexto.
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Expresion de L1

El andlisis de los resultados correspondientes a la expresion de L1 mediante ANOVA de dos
vias, mostré una tendencia hacia la significacion estadistica para e factor “estrés’, indicativo de que
dicho tratamiento tiende a inducir un aumento en los niveles de esta molécula en hipocampo
[F(1,38)=2,44, p<0,13), n.g. Sin embargo, € mismo andisis indic una fata de efecto, tanto del factor
“condicionamiento” [F(1,38)=0,00, n.g], como de la interaccion conjunta de ambos factores ("estrés’ y
“condicionamiento’), [F(1,1)=0,00, n.s, ver figura 44].
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Control= Grupo control.
CMC= Condicionamiento del miedo al contexto.
Estrés= Grupos sometidos a estrés cronico.

Figura 44. En la gréafica se muestran los datos correspondientes a la expresion media de L1
en el hipocampo, de 10-12 ratas por grupo * el error estandar de la media, en ratas
sometidas a estrés cronico y/o entrenadas en el condicionamiento del miedo al contexto.
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4.5.4.2. Amigdala

Dado d importante papel que desempefia la amigdala en € modelo del condicionamiento de
miedo al contexto, se andiz6 también la expresion en este conjunto de nicleos, de NCAM, PSA-
NCAM y L1, en ratas sometidas a estrés cronico.

Expresion de NCAM

El andlisis de los resultados correspondientes a la expresion de NCAM mediante ANOVA de
dos vias, no mostré un efecto significativo ni para € factor “estrés™ [F(1,35)=0,983, n.g], ni para €
factor condicionamiento F[(1,35)=0,9439, n.g]; asi como tampoco para la interaccion conjunta de
ambos factores F[(1,1)=0,557, n.g] (ver gréfica 45).
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Control= Grupo control.
CMC-= Condicionamiento del miedo al contexto.

Estrés= Grupos sometidos a estrés cronico.

Figura 45. En la grafica se muestran los datos correspondientes a la expresion media de
NCAM en la amigdala, de 812 ratas por grupo * el error estdndar de la media, en ratas
sometidas a estrés crénico y/o entrenadas en el condicionamiento del miedo al contexto.
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Expresion de PSA-NCAM

Los datos correspondientes d ANOVA de dos vias para la expresiéon de la forma polisializada
de NCAM, PSA-NCAM, en la amigdda indicaron un efecto significativo del factor estrés, indicativo
de la existencia de una disminucién sgnificativa de los niveles de PSA-NCAM por € tratamiento de
estrés FH[(1,35)=7,49, p<0,0097]. Sin embargo, dicho analisis fue indicativo de una ausencia de efecto
dd factor condicionamiento; s bien, se puede observar una tendencia a mostrar una disminucion
significativa de los nivees de PSA-NCAM por € condicionamiento F[(1,35)=1,714, p<0,19, n.g]. El
ANOVA tampoco mostrd un efecto de la interaccion conjunta de ambos factores (‘estrés” y
“condicionamiento”) [(F[(1,1)=9,21, n.g]). La realizacién de analisis a posteriori, mediante |la prueba de
t de Student indicé que, las ratas sometidas a estrés cronico y que se entrenaron en € modelo de
condicionamiento de miedo a contexto, mostraron valores de PSA-NCAM significativamente mas
bgjos, tanto a compararlos con los de ratas controles no entrenadas (p<0,02), como entrenadas
(p<0,0025, ver figura 46).
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Estrés= Grupos sometidos a estrés cronico.

Figura 46. En la grafica se muestran los datos correspondientes a la expresion media de
PSA-NCAM en la amigdala, de 8-12 ratas por grupo * el error estdndar de la media, en ratas
sometidas a estrés cronico y/o entrenadas en el condicionamiento del miedo al contexto.

Expresion de L1

Los datos correspondientes a la expresién de L1 en la amigdala, mediante e ANOVA de dos
vias, mostraron un efecto significativo del factor ‘estrés F[(1,35)=3,943, p<0,05], indicativo de que
dicho tratamiento indujo una disminucién significativa de los niveles de L1. Sin embargo, dicho
andisis estadistico indicd una ausencia de efecto dd factor ‘condicionamiento’ F[(1,35)=0,529, n.g|,
asi como de la interaccion conjunta de ambos factores (factor “estrés y factor de “condicionamiento”)
F[(1,35)=1,615, p<0,2121, n.g]. La redizacién de andisis a posteriori, mediante la prueba de t de
Student, tal como se indica en la figura 47, indicd que € grupo sometido a estrés cronico y que se
entrend en € modelo de condicionamiento de miedo a contexto, mostré valores de L1
significativamente més bgos que los del grupo "no estresado” que se entrend en d CMC (p<0,05).
Ademés, dicho grupo ‘estresado’ que se entrend en e CMC, mostré una tendencia a mostrar valores de
L1 sgnificativamente mas bgjos que los dd ambos grupos controles (p<0,07, -n.s- vs grupo control ), y
(p<0,14 -n.s- vs grupo control ‘estresado’, ver figura 47).
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* p<0,05 vs grupo control ‘no estresado’,

gue se entreno en el CMC.

Control= Grupo control.
CMC-= Condicionamiento del miedo al contexto.

Estrés= Grupos sometidos a estrés cronico.

Figura 47. En la grafica se muestran los datos correspondientes a la expresion media de L1
en la amigdala, de 8-12 ratas por grupo + el error estdndar de la media, en ratas sometidas a
estrés cronico y/o entrenadas en el condicionamiento del miedo al contexto.

4.5.4.3. Corteza frontal

Expresion de NCAM

El andisis de los datos correspondientes a la expresion de NCAM mediante ANOVA de dos vias
no mostré un efecto significativo del factor “estrés™ F[(1,34)=0,001, n.s], pero si, en cambio, del factor
“condicionamiento”  F[(1,34)=9,234, p<0,0046], indicativo de que dicho procedimiento conductua
produce una disminucion significativa en los niveles de NCAM. Asmismo, dicho andisis también
mostré un efecto significativo de la interaccion entre los factores “estrés’ y “condicionamiento’
F[(1,34)=3,932, p<0,05, ver gréfica 48]. La redizacion de andlisis a posteriori, mediante la prueba t de
Student, mostré6 en d grupo de ratas sometidas a estrés cronico un aumento significativo en la
expresion de NCAM, a compararse con los valores de las ratas estresadas cronicamente y que se
entrenaron en € modelo de CMC (p<0,0025), y en comparacion a los del grupo control ‘no estresado’
y que se entrend en e CMC (P<0,025), respectivamente.

Ademas, también € andlisis mediante la prueba de t de Student indicd una tendencia del grupo
control a mostrar niveles de NCAM sdgnificativamente més bgos que los dd grupo estresado
cronicamente (p<0,08, n.s). También & grupo estresado y que se entrend en e CMC, mostré una
tendencia a mostrar niveles de L1 significativamente mas bajos (p<0,08, n.s), en comparacion alos del
grupo control ‘no estresado’.

171



m Control CMC
x10 3

1400
€
c
AN

$ 1200
©
'S
c
©

2 1000
o
(2]
o)
<

800

Control Estrés

* P<0,025 vs grupo control ‘estresado’.
# p<0,025 vs grupo control "'no estresado’

gue se entrend en el CMC.

Control= Grupo control.
CMC-= Condicionamiento del miedo al contexto.

Estrés= Grupos sometidos a estrés cronico.

Figura 48. En la grafica se muestran los datos correspondientes a la expresiéon media de
NCAM en la corteza frontal, de 8-12 ratas por grupo + el error estandar de la media, en ratas
sometidas a estrés crénico y/o entrenadas en el condicionamiento del miedo al contexto.

Expresion de PSA-NCAM

Los resultados correspondientes a la expresion de PSA-NCAM en la corteza frontal, mediante
la redizacion ded ANOVA de dos vias, indicaron un efecto significativo del factor “estrés™ F|
(1,35)=9,36, p<0,0043], indicativo de que dicho tratamiento produce una disminuciéon significativa de
los niveles de PSA-NCAM. Asmismo, dicho andlisis mostr6 un efecto significativo de la interaccion
conjunta de los factores “estrés” y “condicionamiento” F[(1,35)=7,971, p<0,0078]. Sin embargo, se
observo una ausencia de efecto del factor condicionamiento, F[(1,35)=0,5, p<0,48, n.s, ver grafica 49].
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Laredizacion de andlisis a posteriori mediante la prueba t de Student, indico que las ratas sometidas a
estrés cronico mostraban niveles de PSA-NCAM dgnificativos més baos (p<0,0004), tanto &

compararlos con los de animales controles (p<0,005), como con los de ratas que se entrenaron en €

modelo de CMC (p<0,005). Por otro lado, las ratas estresadas cronicamente y que se entrenaron en €

modelo de CMC, mostraron niveles de PSA-NCAM significativamente més elevados tanto en
comparacion con las ratas estresadas cronicamente (p<0,05), como una tendencia practicamente

ggnificativa a mostrar niveles de PSA-NCAM mas bgjos que los del grupo control (p<0,057, n.s).
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Figura 49. En la grafica se muestran los datos correspondientes a la expresiéon media de
PSA-NCAM, en la corteza frontal, de 8-12 ratas por grupo = el error estandar de la media, en
ratas sometidas a estrés crénico y/o entrenadas en el condicionamiento del miedo al
contexto.

173



4.5.4.4. Estriado

Expresion de NCAM

El ANOVA de dos vias de los datos correspondientes a la expresién de NCAM, mostraron un
efecto significativo para € factor estrés F[(1,35)=24,811, p=0,000], indicativo de que dicho tratamiento
produjo una disminucion significativa en los nivdes de NCAM. Asimismo, dicho andiss indico
también un efecto de factor condicionamiento F[(1,35)=5,161, p<0,0293], indicaivo de que dicho
entrenamiento produce un aumento de la expresion de NCAM. Findmente, € andisis también indico
un efecto de la interaccion entre ambos factores (“estrés  y “condicionamiento”), F[(1,35)=10,845,
p<0,0023]. La redlizacion de andlisis a posteriori, mediante la prueba de t de Student, indicd que la
expresion de NCAM en d edtriado de ratas estresadas crénicamente, mostré una disminucion
altamente significativa, tanto al compararse con ratas controles (p=0,0001), como con ratas entrenadas
en € modelo de CMC (p<0,0004). Sin embargo, las ratas que, habiendo sido estresadas cronicamente,
fueron entrenadas en & modelo de CMC, mostraron un incremento significativo de los niveles de
NCAM en esta estructura cerebral con respecto a los niveles mostrados por ratas estresadas
crénicamente, pero no entrenadas en dicho paradigma conductual (p=0,0001, ver gréfica 50).
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Figura 5. En la gréfica se muestran los datos correspondientes a la expresion media de
NCAM en el estriado, de 812 ratas por grupo * el error estandar de la media, en ratas
sometidas a estrés crénico y/o entrenadas en el condicionamiento del miedo al contexto.

Expresion de PSA-NCAM

El ANOVA de dos vias, para la expresion de PSA-NCAM en € estriado, mostré un efecto
sgnificativo para € factor “estrés F[(1,33)=4,891, p<0,034], indicativo de que dicho tratamiento
produce una disminucion significativa en la expreson de PSA-NCAM. Sin embargo, dicho andisis
indicd una ausencia de efecto del factor condicionamiento F{(1,33)=0,007, p<0,93, n.g], asi como de la
interaccién entre ambos factores ("estrés’ y “condicionamiento”) F[(1,33)=0,002, p<0,96, n.s, ver
gréfica 51]. Por otro lado, la realizacion de andlisis a posteriori, mediante la prueba de t de Student,
indicé una ata tendencia del grupo que se entrené en d CMC a mostrar valores de NCAM
significativamente mas elevados, tanto en comparacion a grupo control, como a grupo sometido a
estrés cronico y que se entrend en e modelo de condicionamiento de miedo a contexto (p<0,08 en
ambos casos, n.s).
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Figura 51. En la gréfica se muestran los datos correspondientes a la expresion media de
PSA-NCAM en el estriado, de 8-12 ratas por grupo + el error estandar de la media, en ratas
sometidas a estrés crénico y/o entrenadas en el condicionamiento del miedo al contexto.

Expresion de L1

Los resultados correspondientes a la expresion de L1 en et ANOVA de dos vias indicaron un
efecto dgnificativo de factor estrés F[(1,35)=4,218, p<0,048], indicativo de que dicho tratamiento
produce un aumento significativo en la expresion de L1 estriatal (ver gréfica 52). Sin embargo, dicho
andisis indico una ausencia de efecto tanto del factor “condicionamiento” F[(1,35)=0,000, p<0,99, n.g,
como de la interaccién entre ambos factores ("estrés’ y “condicionamiento”), H(1,35)=1,071; n.g]). La
redizacion de andisis a posteriori, mediante la prueba de t de Sudent indicd que @ grupo sometido a
estrés cronico, mostré valores de L1 significativamente més elevados (p<0,04) que los del grupo

control.
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Figura 52. En la grafica se muestran los datos correspondientes a la expresién media de L1
en el estriado, de 8-12 ratas por grupo = el error estandar de la media, en ratas sometidas a
estrés crénico y/o entrenadas en el condicionamiento del miedo al contexto.

4.5.4.5. Hipotalamo

Expresion de NCAM

El ANOVA de dos vias correspondiente a la expresén de NCAM en d hipotdamo, no indicd un
efecto significativo para € factor “estrés” F[(1,33)=0,001, p<0,2, n.g], pero mostr6 un efecto
sgnificativo del factor “condicionamiento” F[(1,33)=5,8292, p<0,0208], que produce un aumento
sgnificativo de los niveles de NCAM (ver gréfica 53). También , mostré un efecto significativo de la
interaccion conjunta de ambos factores (‘estrés’ y “condicionamiento”), F[(1,33)=4,377, p<0,0442]. La
redlizacion de andisis a posteriori, mediante la prueba de t de Student, indicd que las ratas estresadas
cronicamente y que se entrenaron en e CMC, mostraron niveles de NCAM significativamente mas
elevados, tanto en comparacion a las ratas estresadas cronicamente, pero no entrenadas en €l modelo de
CMC (p<0,01), como a grupo control no estresado (p<0,025), o a grupo ‘no estresado’ y entrenado en
e CMC (P<0,025).
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Control= Grupo control.
CMC= Condicionamiento del miedo al contexto.
Estrés= Grupos sometidos a estrés cronico.

Figura 53. En la grafica se muestran los datos correspondientes a la expresion media de
NCAM en el hipotdlamo de 10-12 ratas por grupo + el error estdndar de la media, en ratas
sometidas a estrés crénico y/o entrenadas en el condicionamiento del miedo al contexto.

Expresion de PSA-NCAM

El andisis de los resultados correspondientes a la expresion de PSA-NCAM, mediante un
ANOVA de dos vias, mostré un efecto significativo para € “factor estrés’ H(1,34)=11,03, p<0,0022],
indicativo de que dicho tratamiento produce una disminucion significativa de la expresion de PSA-
NCAM en d hipotdamo. Dicho andliss estadistico también indicd un efecto significativo del factor
“condicionamiento” F(1,34)=11,03; p<0,0251], indicativo de que & entrenamiento conductua induce
una disminucion significativa de los niveles de PSA-NCAM. Sin embargo, e ANOVA no revel0 un
efecto de la interaccion conjunta entre ambos factores F[(1,34)=1,537, p<0,2236, n.s, ver grafica54].
La redizacion de andlisis a posteriori, mediante la prueba de t de Student, indicd que las ratas
estresadas cronicamente y que se entrenaron en e CMC, mostraban niveles de PSA-NCAM
significativamente mas bgjos, tanto en comparacion a grupo estresado crénicamente (p<0,016), como
a grupo control (p<0,001). También, & grupo control ‘no estresado’ y que se entrend en é CMC,
mostré niveles de NCAM significativamente més elevados en comparacion con cuaquiera de los dos
grupos estresados cronicamente (p<0,05 vs grupo entrenado en € CMC y p<0,0005 versus grupo
estresado cronicamente, respectivamente).
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Figura 54. En la grafica se muestran los datos correspondientes a la expresion media de
PSA-NCAM en el hipotdlamo, de 812 ratas por grupo * el error estandar de la media, en
ratas sometidas a estrés cronico y/o entrenadas en el condicionamiento del miedo al
contexto.
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5. DISCUSION
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51 EFECTOS DEL ESTRES INTRINSECO LIGADO A LA TAREA DE
APRENDIZAJE SOBRE LA EXPRESION DE MOLECULAS DE ADHESION
CELULAR NEURAL EN EL SISTEMA NERVIOSO

A continuacion se discuten los resultados observados en los experimentos dirigidos a
explorar € efecto que pudiera gercer un aprendizaje estresante (en ratas que se entrenaron en €l
CMC) sobre la expresién de moléculas de adhesidn celular neural en diversas regiones cerebrales
(hipocampo, amigdala, corteza frontal, estriado, e hipotdamo), evauada 12 y 24 horas después
dd entrenamiento.

5.1.1. Modulaciéon de la expresion de moléculas de adhesién celular

en el hipocampo

Nuestros datos han mostrado que, en singptosomas de hipocampo, tanto la expresiéon de
NCAM como la de su forma polisidizada -PSA -NCAM- se redujo significativamente en todos los
grupos condicionados 12 horas post-entrenamiento. Sin embargo, 24 horas post-entrenamiento
solo € grupo que se entrend a 1 mA de intensidad en el CMC mostré cambios significativos en la
expresion de NCAM, e cua mostrd un incremento en la expresion de esta molécula. Por otra
parte, 24 horas post-entrenamiento, no se observaron cambios significativos en la expresion de
PSA-NCAM en los grupos entrenados a 0.2 y 0,4 mA, pero si en e grupo que se entrend con la
més alta intensidad de descarga eléctrica de 1 mA (aprendizaje més estresante), que mostro, de
nuevo, una reduccion significativa en los niveles de PSA-NCAM. Ademas, en nuestros resultados
no se observaron diferencias significativas en la expresion de las moléculas de adhesion celular
evaluadas (NCAM, PSA-NCAM vy L1) entre ambos grupos control (el tnicamente manipulado y
el expuesto también ala caja de condicionamiento).

Se ha propuesto que, en los procesos de agprendizaje y memoria, tiene lugar un
remodelamiento estructural que implica la posible formacién de nuevas conexiones singpticas
(Bailey y cols, 1996; Mayford y cols, 1992), que se iniciaria con un primer paso de de-adherencia
sindptica, que permitiria cambios a nivel de las sinapsis (Bailey y Kanddl, 1993; Mayford y cals,
1992; Rose, 1995; Abel y Kandel, 1998). En nuestra opinidn, los resultados observados en nuestro
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esudio -que muestran un descenso en la expresiéon de NCAM- 12 horas después del
entrenamiento de las ratas en e CMC, podrian interpretarse en este sentido, como un mecanismo
que fecilitaria la de-adherencia singptica. Varios mecanismos podrian estar implicados en €
descenso observado en la expresion de NCAM 12 horas post-entrenamiento que se observo en
nuestros datos (ver apartado 5.1.3 de la discusion).

Dado que 24 horas post-entrenamiento, los niveles de NCAM se habian normalizado en
todos los grupos experimentales, e incluso incrementados en € grupo entrenado con la intensidad
de 1 mA, € decremento en la expresion de NCAM observado 12 horas post-entrenamiento parece
tratarse de un fenOmeno trandtorio, que, como hemos comentado, podria facilitar €
remodelamiento sindptico durante un periodo post-entrenamiento previo a la estabilizacion fina
de las sndpsis formadas (Rose, 1995; Regan, 1998). Estudios previos implican a NCAM en la
transicién de una memoria labil a una memoria persistente (Rose, 1995; Doyley y cols, 1992b;
Scholey y cols, 1993; Sandi y cols, 1995; Murphy y Regan, 1998). En esta linea, es interesante
destacar que los animales que se entrenaron a 1 mA, y que son los que mostraban una expresion
potenciada de NCAM en € hipocampo 24 horas post-entrenamiento, son los que desarrollan los
niveles de miedo condicionado mas intensos, y que se mantiene durante periodos de tiempo mas
prolongados (Cordero y cols, 1998).

Dado que los resultados obtenidos mediante técnicas biogquimicas en singptosomas de
hipocampo en relacion con la expresion de PSA, no se correspondian con los descritos en la
literatura 12 horas después del entrenamiento de ratas en diversas pruebas comportamentales
(Murphy y cols, 1996, Murphy y Regan, 1998, 1999), redlizamos un estudio inmunohistoquimico
para evauar exactamente € efecto de los distintos tipos de entrenamiento en la expresion de
cdulas polisdizadas en € giro dentado. Nuestros datos inmunohistoquimicos han puesto de
manifiesto que la polisiaizacion de NCAM en € borde de la capa polimorfica granular/hilus del
giro dentado, 12 horas después del entrenamiento de las ratas en d paradigma de
condicionamiento del miedo a contexto, es dependiente de la intensidad del estimulo estresor con
el que se entrenaron lasratas en el CMC. Asi, € grupo que se entrend a 0,4 mA (estrés intrinseco
moderado) mostraba 12 horas post-entrenamiento  una  frecuencia de polisaizacion
significativamente incrementada en dicha capa del giro dentado, mientras que se replicod €
descenso observado en nuestros estudios bioquimicos en los niveles de PSA-NCAM en € grupo
entrenado con 1 mA.
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Es interesante sefidar que e incremento en la polisializacion que se observé en nuestros
datos 12 horas después del entrenamiento de las ratas en d CMC a 0,4 mA es comparable a
mostrado (también 12 horas post-entrenamiento) por € grupo de ratas que se entrenaron en €l
laberinto acudico de Morris (Murphy y cols, 1996, Murphy y Regan, 1998; resultados
confirmados en esta Teds), 1o que refuerza la idea de que un estado de polisidizacion
incrementado, 12 horas después dd entrenamiento, en € borde del hilus con la capa polimorfica
granular podria considerarse como un mecanismo genera asociado a la formacion de la memoria
en diversos paradigmas conductuales, como d laberinto acudtico de Morris (Murphy y cols, 1996;
Murphy y Regan, 1999), d paradigma del evitacion pasiva (Fox y cols, 1995a) y, de acuerdo con
nuestros resultados, experiencias moderadamente estresantes de condicionamiento del miedo a
contexto. Por otra parte, es interesante comentar que lainclusion del grupo de ratas entrenadas en
d laberinto acuético de Morris nos permitié validar los resultados obtenidos en nuestro estudio y
replicar 1os obtenidos en trabajos previos por otros autores (Murphy y cols, 1996).

En cuanto a las discrepancias observadas en la expresion de PSA-NCAM, 12 horas post-
entrenamiento, en € grupo que se entrend a 0,4 MA, entre los resultados logrados mediante la
técnica de ELISA en singptosomas de hipocampo y los resultados obtenidos mediante
inmunofluorescencia, podrian ser debidas, como comentamos anteriormente, a que ambos estudios
implicaron considerables diferencias metodol dgicas de las dos técnicas empleadas. En los estudios
de inmunofluorescencia, PSA-NCAM se determind en una poblacion de neuronas restringidas a la
capa polimérfica granular del giro dentado/hilus, por tratarse de una poblacion celular cuyo
fendmeno de polisidizacion se ha comprobado que juega un papd critico en la formacion de la
memoria en ratas diversos paradigmas conductuales (Fox y cols, 1995a; Murphy y cols, 1996;
Murphy y Regan, 1998). Sin embargo, la técnica de ELISA se llevd a cabo en singptosomas
obtenidos dedl total del hipocampo, por lo que posibles cambios en la polisaizacion locdizados en
una subpoblacion celular, podrian haberse diluido a efectuar nuestras medidas en € tota de la

estructura de la formacion hipocampal.

Por otra parte, e estudio inmunohistoquimico mostré que, a diferencia del incremento
en la polisdizacion observado en @ grupo entrenado con una intensidad de 0,4 mA, d grupo
entrenado con 1 mA presentd una reduccién en la polisiaizacion. El hecho de que dicha reduccion
la observédramos en los animaes entrenados en la condicion experimental que conduce a la
formacion de una memoria de mayor intensidad y duracion, parece discrepar con la propuesta de

que d incremento en la polisdizacion hipocampa 12 horas post-aprendizaje podria jugar un
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papel clave en los mecanismos de transferencia de la informacidén a una memoria a largo plazo
(Murphy y cols, 1996; Murphy y Regan, 1998). Sin embargo, en nuestra opinion, tal discrepancia
podria encontrarse relacionada con la naturaleza del test de aprendizaje empleado en nuestro
estudio —-CMC-, que es diferente a la de aguellos paradigmas de aprendizaje en los que otros
autores han observado un aumento de PSA-NCAM como consecuencia del aprendizaje, como €
laberinto acuatico de Morris 0 € test de evitacion pasiva. En dichos tests también existen factores
estresantes ligados a la tarea de aprendizaje, s bien, en dlos, los animales adquieren una respuesta
gue les permite afrontar las condiciones adversas. Por € contrario, e CMC es un modelo de
goprendizaje emociona en & que los animaes exhiben una respuesta inhibitoria (medida por €

porcentge de inmovilidad conductual desarrollado por las ratas) cuando las ratas son re-
introducidas en € contexto en e que fueron condicionadas y, por tanto, no aprenden a desarrollar
ninguna respuesta conductual para actuar sobre las circunstancias estresantes. Esta idea se aplica
particularmente en los animales entrenados con 1 mA, mientras que las respuestas conductuales
inducidas por € entrenamiento con 0,4 MA son indicativas de mecanismos de aprendizge
diferentes. Asi, e hecho de que, a redizar € test de retencion, e grupo de 1 mA muestre niveles
de inmovilidad conductua ded 80-90%, frente a 40-60 % mostrado por € grupo de 0,4 mA,

podria reflgar un impacto diferente del condicionamiento con una estimulacién moderadamente
estresante (0,4 mA), frente a inducido por una estimulacion que podria considerarse ‘ traumética
(2 mA) (Cordero y cols, 2001). Es decir, la aparente discrepancia entre € papel propuesto parala
polisaizacion de NCAM en la consolidacion de la memoria y la reduccion en dicha
polisaizacion observeda en € grupo de 1 mA, podria deberse ad hecho de que €
condicionamiento del miedo con dicha intensidad de descarga eléctrica induce un tipo especial de
memoria, que podria mantener ciertas similitudes con las caracteristicas de las memorias
traumaticas que se dan en e sindrome de estrés postraumético (Y eyuday Antelman, 1993).

Dada la dificultad que presentan algunos aspectos de las memorias trauméticas a ver
reducida la intensdad de los recuerdos con € paso del tiempo (Richter-Levin, 1998), se ha
sugerido la existencia de un mecanismo de codificacion de la informacion diferente para este tipo
de memorias traumaticas (van der Kolk,1994; Bremner y cols, 1995; Murburg, 1997). De acuerdo
con nuestros resultados, existe la posibilidad de que € descenso en la polisdizacion de NCAM
quizas pudiera desempefiar un papel importante en los mecanismos de formacion de las memorias
trauméticas.
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Asi pues, es l6gico proponer la existencia de mecanismos de codificacion de la
informacion diferentes para aguellas pruebas en las que existen factores estresantes de una
magnitud muy elevada de los que subyacen a amacenamiento de aprendizajes con un contenido
de estrés moderado. Nuestros resultados sugieren que € incremento en la polisaizacion de
NCAM, que se produce después de ciertos tipos de aprendizaje no trauméticos (en los cuales las
ratas desarrollan estrategias de afrontamiento), permitiria la seleccion de las sinapsis relevantes
del totd de las que pudieran haber sido transitoriamente sobreexpresadas durante del
entrenamiento (Doyle y cols, 1992a; Murphy y Regan, 1998). Sin embargo, dada la resstencia a
olvido observada en las memorias trauméticas, nuestros resultados sugieren que la reduccion en la
expresion de PSA podria potenciar la adhesion singptica (Rutishauser y Landmesser, 1996) en
ciertos circuitos implicados en d procesamiento origind de la informacion, lo que dificultaria €
olvido dd evento traumético (Roemer y cols, 1997; Ehlersy Clark, 2000).

Ademés, se sabe que la exposicion a eventos traumaticos puede provocar un complejo
patrén de ateraciones de memoria que, entre otras manifestaciones, incluye: (i) una potenciacion
de la memoria para elementos del contexto asociados a la situacion traumética (i) y una amnésia
retrograda o un recuerdo dificultado de la informacion que se procesd, justo antes del trauma
(Schacter y cols, 1996). Pues bien, € condicionamiento de miedo desarrollado por las ratas
entrenadas a la condicion de descarga eléctricaa 1 mA de intensidad puede conducir a estas dos
alteraciones de la memoria resefiadas. Asi, la existencia de una memoria potenciada de los
dementos del contexto, similar a la evidenciada en las memorias trauméticas del sindrome de
estrés posttraumético, esté en consonancia con e hecho de que € grupo que se entrend a 1 mA
cuando se reexpuso a la camara de condicionamiento mostraba los niveles de inmovilidad
conductual més elevados -conducta que incluso se mantiene 4 semanas después de la experiencia
traumatica- (Cordero y cols, 1998, comunicacion persond).

Ademés, la segunda ateracion de la memoria puesta de manifiesto en € sindrome de
estrés posttraumatico, ala que acabamos de referirnos, estd en consonancia con € hecho de que e
condicionamiento del miedo inducido por 1 mA, pero no por 0,4 mA, interfiere con la formacion
de la memoria para otro tipo de informacion —aprendizaje espacia-, que fue adquirida
inmediatamente antes del condicionamiento. Este hecho se ha puesto de manifiesto en esta Tesis
en e experimento en € que las ratas, después de haber sido entrenadas en € paradigma del
laberinto acuético de Morris, se sometieron a condicionamiento del miedo. En dicho experimento,

se dbservo que € recuerdo de la tarea de aprendizaje espacia en € laberinto acudtico de Morris,
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se vio dificultado en las ratas que, tras dicho aprendizgje, fueron sometidas a condicionamiento
del miedo con una intensidad de choque de 1 mA. Por e contrario, € grupo que se entrend a 0,4
mA en e CMC, mostré durante e test de transferencia (test de natacion libre sin plataforma) una
retencion potenciada de lalocalizacion espacial.

Por ultimo, discutiremos en esta seccion los efectos inducidos por € condicionamiento
dd miedo a contexto en la expresion hipocampal de la molécula L1. Los resultados obtenidos en
nuestro estudio mostraron un complejo patron de regulacion de la expresion de esta molécula. Asi,
tanto 12 como 24 horas después del entrenamiento, sus niveles hipocampal es mostraron un patron
de expresion bifésico, en relacion a la intensidad de descarga eléctrica. Asi, tanto 12, como 24
horas post-entrenamiento, la expresion de L1 se vio significativamente incrementada en los grupos
entrenados bajo niveles de estrés leves (0.2 mA) e intensos (1 mA), no observandose cambios
significativos en los niveles de dicha molécula mostrados por @ grupo entrenado bgo niveles de
estrés moderados (0,4 mA).

El hecho de que en varias especies animaes la administracion i.c.v de anticuerpos
contra L1 dificulte la consolidacion de la memoria en diversos paradigmas conductuales, parece
sugerir un papd importante a esta molécula en la consolidacion de la memoria (Scholey y cols,
1995; Arami y cols, 1996, Pradd y cols, 2000).

El incremento en la expresdon de L1 observado en nuestro estudio después del
entrenamiento en & condicionamiento del miedo d contexto podria estar implicado en los
cambios neurales que acontecen bajo la consolidacion de la memoria a largo plazo (Rose, 1995).
Esta hipétesis, es consistente con € hecho de que € grupo que se entren6 a1 mA de intensidad de
descarga el éctrica (que forma una memoria més fuerte y persistente a largo plazo plazo) mostrara
e resefiado aumento en la expresién de L1. $n embargo, € hecho de que las ratas que se
entrenaron a 0.2 mA mostraron niveles bagjos de inmovilidad conductual y una expresion elevada
de L1, asi como la falta de modulacion en la expresion de L1 observada en € grupo entrenado a
0,4 mA, cuestiona la dribucion de un papel de L1 en los mecanismos de consolidacion de la

memoria da condicionamiento del miedo a contexto.
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5.1.2. Expresion de la molécula de adhesion celular neural, v de su

forma polisializada, en otras regiones cerebrales (amigdala, corteza

frontal, estriado e hipotalamo) 12 y 24 horas después del entrenamiento

de las ratas en el CMC

Son diversos los trabgjos existentes en la literatura cientifica que han otorgado un
importante papel a &reas cerebrales como la amigdala (Roozendaal y cols, 1999; Schafe y cals,
2000), d edriado (Baunez y cols, 1999; Siemiatkowski y cols, 2000), o la corteza fronta, en
procesos de aprendizgje y memoria (Miller y cols, 2000; Fuster y cols, 2000).

En lo que respecta a la amigdaa, son distintas las evidencias que otorgan un papel alas
diferentes &reas de la amigdaa en € condicionamiento de miedo (Killcrossy cols, 1997; Rogan y
cols, 1997; Garcia y cols, 1998). Asmismo, agunos estudios han implicado otras estructuras,
ademés de la amigdala y € hipocampo, como la corteza frontd (Garcia y cols, 1999), en
condicionamiento de miedo a contexto. Por €lo, extendimos nuestra evaluacion de la posible
modulacion de las moléculas de adhesion celular, 12 y 24 horas después del entrenamiento, a otras
areas cerebrales. amigdda, corteza frontal, estriado e hipotdamo. En dicho estudio, por razones
técnicas, nos centramos en la expresion de NCAM y PSA-NCAM, y también evaluamos la
posibilidad de que la modulacion de dichas moléculas pudiera depender de la intensdad de
choque €eéctrico utilizada en @ condicionamiento, por lo que incluimos los mismos grupos de

entrenamiento evaluados anteriormente (ratas entrenadas a 0.2, 0,4 6 1 mA).

Los datos obtenidos mostraron un complgio patrén de regulacion de estas moléculas,
dependiente tanto de la estructura, como de la molécula estudiada, asi como de la intensidad de
choque eléctrico a la que los animaes fueron entrenados y e tiempo (12 o 24 horas post-
entrenamiento) a que se realizaron los estudios.

Entre los resultados obtenidos, cabe destacar que, a igua que se observd en €
hipocampo, 12 horas después del entrenamiento, € grupo entrenado con 0.2 mA mostré una
reduccion en la expresion de NCAM en la amigdala. Por e contrario, también 12 horas post-
entrenamiento, este grupo mostré un incremento en la expresion de PSA-NCAM amigdalar. Sin
embargo, 10s grupos entrenados a intensidades de choque e éctrico superiores, no mostraron una

regulacion en la expresion de dichas moléculas en esta estructura. En lo que respecta a la
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modulacion observada en la amigdala por € grupo que se entren6 a 0.2 mA, debemos sefidar que,
tanto la reduccion en la expresion de NCAM, como € incremento en la expresién de PSA, son
procesos que contribuyen a facilitar procesos de de-adherencia snaptica y de facilitacion de la
plasticidad sindptica, que podrian favorecer € remodelamiento singptico en dicho grupo. Por €lo,
nuestros resultados apuntan hacia la existencia de una plasticidad potenciada en la amigdaa (12
horas post-entrenamiento) en ratas que se entrenaron bajo un estrés intrinseco leve asociado a la
tarea de aprendizaje.

En coincidencia con la regulacion de PSA descrita en la amigdala 12 horas post-
entrenamiento, la corteza frontal también mostré un aumento significativo en la polisaizacion en
el grupo que se entrend con una intensidad de 0.2 mA. Por otra parte, 24 horas post-
entrenamiento, se observd un patrén de expresion de PSA bifésico en la corteza frontal; es decir,

opuesto en los grupos condicionados a diferentes intensidades de choque €l éctrico.

Estudios en la literatura han otorgado un papel importante a PSA-NCAM en la
formacion de sinapsis en € estriado (Uryu y cols, 1999). Asi, se ha observado una polisiaizacion
disminuida (Butkler y cols, 1999), junto a un descenso del 30 % de un determinado tipo de
Sinapsis en ratas tratadas con e antagonista de los receptores de NMDA, (MK-801) (Butkler y
cols, 1998). Nuestros resultados, no mostraron cambios significativos en la expresion de NCAM
edriatd, y de su forma polisdizada, en los diferentes grupos condicionados, y a los diferentes

tiempos post-entrenamiento evaluados.

Trabgjos en la literatura han mostrado la existencia de un remodelamiento sindptico
importante en e sistema neurohipofisario ante determinadas Situaciones fisioldgicas (Garcia
Seguray cols, 1995; Nothias y cols, 1997; Theodosis y cols, 1999; Pierre y cols, 2001). Nuestros
datos mostraron un patron de expresion bifasico en € hipotalamo, tanto de PSA, como de NCAM,
24 horas post-entrenamiento, observandose aumentada la expresion de dichas moléculas en €
grupo entrenado bajo condiciones de estrés moderado —0,4 mA- y disminuida en las otras dos
condiciones experimentales de entrenamiento, bgjo estrés leve —0.2 mA- y eevado —1 mA-.
Carecemos de argumentos que nos permitan explicar, 24 horas post-entrenamiento, la expresion
bifasica obtenida para anbas CAMs en los diferentes grupos condicionados. Un reciente trabajo,
ha puesto de manifiesto que situaciones fisiologicas en d sistema neurohipofisario (como la
lactacion o la parturacion, que inducen la liberacion de hormonas como la oxitocina y la
vasopresing), inducen un descenso en la polisidizaciéon de NCAM, que de forma interesante
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coincide con la estabilizacion sindptica de neuronas oxitocinérgicas (Soares 'y cols, 2000; Nothias
y cols, 1997). Basdndonos en esta evidencia, podriamos sugerir que en los grupos entrenados a 0.2
y 1 mA en e CMC, (a diferencia del grupo entrenado a 0,4 mA, que mostré una plasticidad
potenciada), podria acontecer una estabilizacion sindptica importante en ambos grupos, como

consecuencia de un estado de polisidizacion disminuido.

Nuestros datos también han mostrado, 24 horas post-entrenamiento un patron de
expresion bifasico de PSA-NCAM en la corteza frontal (opuesto a evidenciado en € hipotdamo).

5.1.3. Mecanismos implicados en la reduccién en la expresion de

NCAM observada en diferentes regiones cerebrales

Al igua que las observaciones recogidas en nuestro estudio en diversas regiones
cerebrales (entre las que destacan € hipocampo y la amigdala, dado su importante papel en €
condicionamiento de miedo) principamente 12 horas post-entrenamiento, la sensibilizacion del
reflgjo de apertura de la branquia en € molusco marino Aplysia californica también induce una
regulacion a la kgja en la expresion de gpCAM —homdlogo de NCAM- (Mayford y cols, 1992).
De acuerdo con los datos obtenidos en diversos estudios, dicho descenso en la expresion de
NCAM podria ser explicado como consecuencia de distintos mecanismos, que consideraremos a
continuacién, s bien nuestro estudio no nos permite establecer hasta qué punto cada uno de €los
podria estar implicado en |os resultados obtenidos en nuestro estudio.

Asi, entre |os factores que podrian encontrarse implicados en la reduccion en la expresion
de NCAM después del entrenamiento (y de forma particular 12 horas post-entrenamiento en €

hipocampo), cabria destacar |os siguientes:

Endocitosisintracelular. En € modelo de aprendizge de Aplysia californica, se ha puesto de
manifiesto que la reduccion observada en neuronas presindpticas sensoriales parece ser debida,
entre otros mecanismos, a la reduccién en la expresién de apCAM preexistente, presumiblemente
como consecuencia de una internalizacion por endocitosis (Bailey y cols, 1992; Mayford y cols,
1992). Ademés, Mifianay cols (2001) han puesto de manifiesto que NCAM puede ser endocitado
por un mecanismo dependiente de clatrina (Mifianay cols, 2001). Recientes trabajos han atribuido
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(i)

(iii)

(iv)

un papel ala ubiquitinizacion de NCAM como mecanismo que explicase la regulacion alabgjade
las isoformas de NCAM, sobre todo de NCAM 180 (Foley y coals, 2001).

Sintesis de NCAM disminuida. Los niveles de NCAM disminuidos observados en nuestro
estudio podrian ser consecuencia de un decremento en la sintesis de sus isoformas estabilizadoras
(Doherty y cols, 1990b).

Degradacion de NCAM potenciada. Otro factor que puede explicar la expresion de NCAM
disminuida observada en nuestros estudios es la existencia de un aumento en la degradacion de
esta molécula. Asi, se ha documentado en la literatura la existencia de una degradacion diferencial

de las isoformas transmembrana de NCAM (Park y cols, 1997).

Aumento en la liberacion de la forma soluble de NCAM. Un aumento en la secrecion
extracelular de NCAM podria explicar los niveles de NCAM disminuidos en las sinapsis. En esta
linea, estudios desarrollados en  modelo de la LTP han puesto de manifiesto que también existe
un incremento en |os niveles extracel ulares de una forma soluble de NCAM de 115 Kda, que se ha
propuesto que resulta de la eliminacion singptica de NCAM como consecuencia de un incremento
de la actividad proteolitica (Fazdli y cols, 1994). Ademés, incluso en pacientes con desordenes
bipolares (enfermos con desordenes bipolares de tipo | y con depresién mayor), se ha visto un
incremento de los niveles de NCAM soluble en € fluido cerebroespind (Barbeau y cols, 1995;
Poltorak y cols, 1996; Wawter y cols, 1998 , 1999).

5.1.4. Papel de los glucocorticoides

Una de las cuestiones que cabe preguntarse en € tipo de estudios desarrollados en esta
Tesises cud o cudes podrian ser los mediadores de los cambios observados en la expresién de las
moléculas de adhesion celular en animales sometidos a pruebas de aprendizaje con un distinto
contenido estresante. Dado que los sistemas fisiolégicos de estrés, se han implicado en los
procesos de consolidacion de las memorias estresantes (ver Introduccién), en la mayor parte de

nuestros estudios hemos incluido la evaluacion de los niveles circulantes de corticosterona.

En esta Tes's, hemos confirmado las observaciones redlizadas en estudios previos en €
sentido de que existe una relacion entre los niveles plasméticos de corticosterona 'y € nivel de

condicionamiento desarrollado por los animaes (Cordero y cols, 1998). En particular, se observo
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la existencia de una correlacion entre los niveles plasméticos de corticosterona liberados como
consecuencia del entrenamiento en e condicionamiento del miedo a contexto y los niveles de
miedo condicionado (que dependen de la intensdad de descarga eléctrica con que se entrenaron
los animaes) (Cordero y cols, 1998).

Por otra parte, se han identificado secuencias consenso para glucocorticoides especificas
gue median la represion transcripciona en las polisidiltransferasas PST-1 0 STX (Rodriguez y
cols, 1998). Ademas, se ha visto que la dexametasona —anaogo sintético de glucocorticodes- es
capaz de modular la expresion de las polisdiltransferesas en cultivos celulares (Coughlan y
Breen, 1998). Nuestros datos han mostrado, 12 horas post-entrenamiento, un descenso
significativo en la expresion de PSA-NCAM en € grupo que se entrend a1 mA de intensidad en
e CMC, que podria ser debido a la accion de la corticosterona plasmatica liberada
inmediatamente después del entrenamiento (ya que este grupo es € que muestra valores
hormonales més elevados). Este hecho estd en consonancia con € efecto inhibibitorio que gerce
la corticosterona sobre la polisidizacion de NCAM en e hipocampo (Rodriguez y cols, 1998).

Ahora bien, en dicho contexto, es dificil explicar la polisdizacion diferencia de NCAM
observada en nuestro estudio inmunohistoquimico, ya que a diferencia del descenso encontrado en
e grupo entrenado con 1 mA, € grupo de 0,4 mA, present6 un incremento del PSA hipocampal.
No obstante, existen trabajos en la literatura que han puesto de manifiesto la existencia de una
modulacion bifésica por la accion de la corticosterona en distintas funciones del sistema nervioso
(Joelsy de Kloet, 1992).

Dado que la administracion 5,5 horas aspués del entrenamiento de anticuerpos tanto
contra NCAM, como contra L1, previene los efectos que gerce la corticosterona sobre la
facilitacion de la memoria en pollos débilmente entrenados en € modelo de evitacion pasiva
(Sandi y cols, 1995), a priori parece razonable que entre los mecanismos, directos o indirectos,
implicados en las acciones de dicha hormona sobre la consolidacion de la memoria, se encuentra
la modulacion de laexpresién de NCAM o L1.

En lo que respecta a la expresién de L1 en nuestro estudio, se ha observado un patrén de
expresion bifasico, por 1o que no parece exigtir una relacion entre la expresion de L1 y los niveles
plasméticos de corticosterona en € hipocampo. En efecto, ya que a los tiempos post-
entrenamiento seleccionados (12 y 24 horas) lasratas que se entrenaronen el CMCa0.2mAyal
mA, respectivamente mostraban niveles de corticosterona plasmética como de condicionamiento
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muy diferentes, y sin embargo, una expreson de L1 muy similar. Por élo, resulta dificil atribuir
un papel a la corticosterona en la modulacion de la expresion de L1 en nuestro estudio a los

diferentes tiempos post-entrenamiento sel eccionados.

Por otra parte, € hecho de que cultivos de células PC-12 muestren un decremento en la
expresion déd mRNA de L1 cuando se afiade dexametasona (DEX) (107 y 10 ® M) d medio
(Grant y cols, 1996), esta en contradiccion con € aumento en la expresion de L1 observada en los
grupos de 0,2 y 1 mA a los tiempos post-entrenamiento seleccionados en nuestro estudio. Sin
embargo, podrian exigtir diferencias importantes entre los mecanismos de modulacion de CAMs

gue acontecen en cultivos celulares “in vivo™ de los que tienen lugar en situaciones “in vitro™.

Por otra parte, se sugiere que la corticosterona liberada como consecuenciadel entrenamiento
puede potenciar la expresion de NCAM en la corteza frontal. En esta linea, Sandi y Loscertales
(1999) han demostrado que la inyeccién de corticosterona, que facilita e condicionamiento del
miedo contextual en ratas entrenadas a 0,2 mA de intensidad, produce un aumento en la expresion
de NCAM a nive de la corteza frontal (Sandi y Loscertales, 1999). Este hecho, podria explicar
gue la expresién de NCAM potenciada de nuestro estudio en € grupo entrenado a 1mA en €
CMC en comparacion con € grupo de 0,2 mA, pudiera ser debida a la accién de la corticosterona
plasmética liberada por las ratas como consecuencia del entrenamiento en e CMC.

Por otro lado, a pesar de que se ha puesto de manifiesto que la inyeccion aguda de
corticosterona (a 5 mg/Kg), disminuyd significativamente la fucosilacion de glicoproteinas en €
edriado y en d hipotdamo (Venero y cols, 1996), en nuestro estudio no observamos
modificaciones en € estriado ni en la expresion de NCAM, ni en la de PSA-NCAM, alos tiempos
post-entrenamiento seleccionados, por 1o que nuestros datos no avalan la posible modulacion de
dichas moléculas en esta estructura por |os glucocorticoides.

5.1.4.1. Efecto de la metirapona sobre la modulacién hipocampal de

CAMs inducida por el condicionamiento del miedo al contexto

Varios estudios en la literatura han puesto de manifiesto que tratamientos que inhiben la
sintesis de corticosterona son capaces de dterar la consolidacion de la memoria en ratas
entrenadas en diversos paradigmas conductudes (Oitzl y de Kloet, 1992; Sandi y Rose, 1994a;
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Roozendaal y cols, 1996; Roozendaal y McGaugh, 1997b). En lo que respecta a
condicionamiento del miedo a contexto, la inhibicion de la accion cerebral de la corticosterona
liberada durante € entrenamiento interfiere la formacion de la memoria, tanto cuando dicha
inhibicion se rediza mediante la administracion intracerebroventricular de antagonistas
especificos para los receptores corticosteroides (Cordero y Sandi, 1998), como cuando se actlia
reduciendo los niveles de corticosterona secretados en € condicionamiento mediante la
administracion de inhibidores de la sintesis de este esteroide, como la metirapona (Cordero y cols,
2001).

En esta Teds, hemos utilizado la segunda estrategia de inhibicion de la sintesis del
corticosteroide, para preguntarnos s la reduccion en la secrecion de corticosterona durante €l
entrenamiento de las ratas en € modelo de condicionamiento del miedo a contexto bgo la
intensidad de choque eléctrico de 1 mA, podria interferir con la modulacién de las CAMs en €
hipocampo inducida por dicho entrenamiento. Para €llo, se inyectd subcutanemente metirapona a
las ratas, que es capaz de gercer una “adrenaectomia farmacoldgica’, ya que disminuye los
niveles plasméaticos de corticosterona por inhibicion de la actividad de la enzima 11-b hidroxilasa
en ratas (Diederich y cols, 2000). El hecho de seleccionar metirapona frente a otros inhibidores de
la sintesis de corticosterona, (como por gemplo, aminoglutatremida), se debe a que ésta Ultima
por s misma puede producir déficits fisiologicos y conductuales (Roberts y cols, 1993). Ademés,
se prefirio € uso de metirapona frente a la adrenalectomia como técnica quirdrgica, ya que ésta
Ultima dimina la medula y la corteza adrend irreversiblemente y produce hipotenson e
hipoglucemia como efectos secundarios. Por otro lado, y desde un punto de vista conductual, se ha
demostrado que la metirapona es capaz de prevenir las ateraciones conductuales y neuroguimicas
inducidas por € estrés (Calvo y cols, 2000).

A nivel conductua, en este trabgo, hemos confirmado € efecto reductor de la
metirgpona sobre la formacion de la memoria del condicionamiento del miedo a contexto
(Cordero y cols., 2001), ya que las ratas inyectadas con dicho inhibidor mostraron una reduccién
en la respuesta de inmovilizacion durante e test de retencion (efectuado 12 horas post-
entrenamiento). Ademas, este resultado est4 en consonancia con trabajos previos en la literatura
gue han puesto de manifiesto que inyecciones de metirgpona previas a entrenamiento, son
capaces de atenuar la formacion de la memoria, bajo situaciones que llevan implicito un estrés
intrinseco ligado a la tarea de aprendizaje (Roozendaa y cols, 1996; Loscertales y cols, 1997).
Estudios smilares, han puesto de manifiesto que la inhibicion de la funcidn de los receptores de
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glucocorticoides de tipo Il mediante otros inhibidores de la sintesis de corticosterona —
fundamental mente antagonistas de receptores de glucocorticoides de tipo 11-, puede interferir con
la consolidacion de la memoria en determinadas respuestas de aprendizaje (Oitzl y de Kloet, 1992,
Sandi y Rose, 1994a,b; Roozendaal y McGaugh, 1997b; Cordero y Sandi, 1998).

En lo que respecta a la expresion de las CAMs 12 horas después dd tratamiento con
metirapona y/o condicionamiento del miedo a contexto, nuestros resultados mostraron que la
metirgpona induce una reduccién sobre la expresién de NCAM. Sin embargo, la expresion de
PSA-NCAM no parecié verse influida (al ser evaluada mediante técnicas bioguimicas en la
totalidad del hipocampo) por la administracion de este inhibidor. Ahora bien, dicha expresion si se
vio disminuida significativamente por € efecto del condicionamiento con un choque eéctrico de 1
mA, lo que replica nuestros resultados previos.

Se ha demostrado que € efecto inhibitorio que gerce la corticosterona sobre la
polisidizacion de NCAM en € hipocampo se realiza a través de receptores de glucocorticoides de
tipo Il (Rodriguez y cols, 1998). Nuestros datos han mostrado que e “factor metirapona’ no
revertia lareduccion en la expresion de NCAM y PSA-NCAM inducida por € entrenamiento, Sno
que, por € contrario, la disminuyd. Este hecho estéd en consonancia con los datos publicados por
Rodriguez y cols. (1998) indicativos de que ratas adrenal ectomizadas a las que se restauraron sus
niveles normales de corticosterona plasmatica -mediante la implantacion de pellets que liberan
corticosterona-, revertian la disminucién en la polisaizacion de NCAM, y no evidenciaban
diferencias significativas en la expresion de PSA-NCAM d compararlos con € grupo control. Sin
embargo, existen diferencias importantes a tener en cuenta entre este estudio y € nuestro, ya que
en dicho estudio los niveles plasméticos de corticosterona de las ratas adrenaectomizadas no
llegan a ser del todo comparables alos de las ratas a las que se inyectd metirapona y/o entrend en
e modedo dd condicionamiento del miedo a contexto. ES decir, que mientras que la
adrenalectomia elimina totalmente los niveles plasméticos de corticosterona y mantiene ambos

tipos de receptores de glucocorticoides desocupados, la metirapona mantiene niveles basales.
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5.2. ESTRES CRONICO

A continuacion, se discuten los resultados obtenidos en € estudio en € que se evaluaron las
consecuencias que gerce la exposicién a un protocolo de estrés crénico por inmovilizacion,
durante 21 dias, tanto sobre @ aprendizaje del condicionamiento dedd miedo a contexto, como

sobre la expresion de moléculas de adhesion celular.

5.2.1. Efectos del estrés cronico sobe distintos parametros fisiolégicos

En primer lugar, comentaremos & efecto de los tratamientos sobre diversas variables
fisologicas. Asi, nuestros resultados mostraron que las ratas estresadas cronicamente, aunque
presentaban una cierta tendencia a ver incrementados sus niveles plasméticos de corticosterona,
dichos niveles no difirieron sgnificativamente de los presentados por los animaes controles.
Estos resultados estdn de acuerdo con trabajos previos en los que € estrés crénico no produjo
cambios en los niveles basales de corticosterona (Herman y Spencer, 1998; Herman y cols, 1995).

Por otra parte, la exposicidn a un estrés cronico mantenido redujo € peso corporal y € peso
de timo, tal como se harelatado en otros trabajos (Magarifios y McEwen, 19954). Asi, se sabe que
el estrés cronico produce una involucion del timo unida a una gpoptosis de timocitos (Kinoshita y
Hato, 2001), que dependen de los niveles de corticosterona (Tarcic y cols, 1998). En este sentido,
es interesante sefidlar que existen estudios donde se ha visto que la timectomia (extirpacion del

timo) produce ateraciones cognitivas en procesos de aprendizgje y memoria (Nishiyama, 2001).

5.2.2. Efectos del estrés crénico en el condicionamiento del miedo al

contexto

El mismo procedimiento de estrés cronico utilizado en nuestro estudio ya se habia empleado
en trabgjos previos (Wooley y cols, 1990), en los que se vio que la exposicion a un protocolo de
estrés cronico, durante 21 dias y con una frecuencia de 6 horas diarias, producia una atrofia
reversible en las dendritas apicales de las neuronas piramidales del area CA3 en d hipocampo
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(Watanabe y cols, 1992a,c; Magarifios y McEwen, 1995; Magarifios y cols, 1997), asi como
déficits de aprendizaje en test dependientes de hipocampo (Conrad y cols, 1999; Cordero y cols,
1999).

Sin embargo, nuestros resultados han puesto de manifiesto que ratas sometidas a éste mismo
procedimiento de estrés cronico y entrenadas en e paradigma del condicionamiento del miedo a
contexto a 1 mA de intensidad, mostraban una potenciacion del condicionamiento. Dado que €
procedimiento mencionado de estrés cronico utilizado en nuestro estudio, no sélo no bloqued, sino
gque ademas potencié @ condicionamiento de miedo a contexto, parece ser que las posibles
ateraciones estructurales que pudiese inducir € estrés cronico especificamente en e hipocampo
son insuficientes para bloquear & condicionamiento del miedo, aun cuando se sabe que ante un
dafio inducido en e hipocampo se puede interferir con € condicionamiento de miedo (Good y
Honey, 1997, Maren y Fansdow, 1997). En consenancia con dicha potenciacion del
condicionamiento del miedo por estrés cronico, recientemente se ha observado en otro paradigma
conductua la existencia de un aumento de la memoria, como consecuencia de la exposicion a
estrés cronico en ratas entrenadas en un laberinto radial (Bowman y cols, 2001).

Es importante destacar que las ratas sometidas a estrés cronico y que se entrenaron en €
CMC mostraban una inmovilidad conductual no $lo en la fase de retencién o de test del CMC,
sino también durante € periodo post-descarga del entrenamiento. Dado que se ha relatado que
ratas sometidas a un estrés inescapable mostraban una potenciacion de los niveles de inmovilidad
conductual en un nuevo ambiente (Antelman, 1998; Maier, 1990), se sugiere que los niveles de
miedo portenciado observados en € grupo que se sometid a estrés crénico y que se entrend en €
CMC, podrian ser interpretrados como una facilitacion de la conducta de miedo por una historia
previa de estrés por inmovilizacién. Como resultado, € condicionamiento del miedo en un nuevo
ambiente podria haber sido facilitado y, por tanto, las ratas estresadas cronicamente podrian tener

més miedo condicionado cuando consoliden la memoria a largo plazo.
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5.2.3. Expresion de moléculas de adhesién celular neural en ratas

sometidas a estrés cronico y/o entrenadas en el modelo del CMC en

diversas regiones cerebrales

A continuacion, se discuten las ateraciones observadas en la expresion de moléculas de
adhesién celular neural en ratas sometidas a estrés cronico y/o entrenadas en € modelo del
condicionamiento del miedo a contexto, en diversas regiones cerebraes. hipocampo, amigdala,
corteza frontal, estriado e hipotalamo.

5.2.3.1. Hipocampo

En este trabgjo se ha observado, la existencia de una marcada regulacion en la expresion de
moléculas de adhesion celular neural in vivo, como consecuencia de la exposicion a un protocolo
de estrés crénico mantenido. Asi, la expresion de NCAM se vio significativamente reducida, pero
sin embargo se observéd un incremento, tanto de la forma polisaizada de NCAM, como de L1
(tendente a la significacion estadistica).

Varios factores podrian estar contribuyendo a esta expresion de NCAM disminuida en €
hipocampo. Ademés de |os mecanismos resefiados en e apartado 5.1.3 de la discusion, un estudio
reciente ha mostrado un papel de la actividad ecto-ATP-&sica de NCAM (Skladchikova y cols,
1999), que podria explicar la reduccion observada en los niveles de NCAM en nuestros datos. Esta
idea estd en consonancia con estudios en los que se ha mostrado que el estrés cronico, a través de
la induccion de elevados niveles glucocorticoides, podria inducir una deplecion de los niveles de
ATP ante ciertos dafios en € hipocampo (Tombaugh y Sapolsky, 1992). Por dlo, € estrés cronico
podria disminuir los niveles de ATP extracdlular, o que daria lugar en ultima instancia a un
aumento de la actividad proteolitica de NCAM, y por tanto, a reducidos niveles de NCAM en la
sinapsis. En edta linea, Poltorak y cols (1996) han visto un aumento en la liberacion de la forma
soluble de NCAM en € fluido cerebroespinad de pacientes con desordenes bipolares (que
mostraron niveles plasméticos de cortisol elevados) (Poltorak y cols, 1996).
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Se ha propuesto que los niveles elevados de glucocorticoides median una gran parte de la
ateraciones morfolégicas inducidas por € estrés cronico en neuronas piramidales de CA3
(Magarifios y cols, 19953, 1999), entre las que se encuentra: (i) una reduccion ene nimero y la
longitud de sus ramificaciones dendriticas (Magarifios y cols, 1995ab), y (ii) cambios
estructurales en los terminales de las fibras mugosas (Magarifios y cols, 1997). Dado que NCAM
estd implicado en la estabilizacion de los contactos sindpticos (Murphy y Regan, 1998), la
reduccion de la expresion de esta molécula, observada en nuestro estudio podria estar implicada
en las alteraciones estructurales que induce € estrés cronico en € hipocampo (Magarifios y cols,
1995h).

Por otro lado, se sabe que & estrés cronico en ratas reduce €l nimero total de sinapsis en
las fibras musgosas-CA3 (Sousay cols, 2000). Es posible que en ratas estresadas cronicamente, la
pérdida de contactos neuraes entre las fibras musgosas y las céulas piramidaes de CA3
(inducida, entre otros factores, por la atrofia en las dendritas de dichas neuronas), pudiese
conducir a una respuesta plastica de remodelamiento singptico compensatoria. Asi, las fibras
mMusgosas, que son las mayores proyecciones sobre las cdlulas piramidales de CA3, muestran una
densa inmunoreactividad para PSA-NCAM en nuestro estudio. Dado que la presencia del acido
polisdlico que porta NCAM dificulta la adhesion singptica y favorece la plasticidad sinaptica
(Ruthisauser y Landmesser, 1996), la existencia de un estado de polisiaizacion incrementado,
podria congtituir un mecanismo adecuado, que permitiria € remodelamiento estructural. En esta
lineg, varias evidencias, que se indican a continuacion, parecen otorgar un papel importante a la
reactivacion en la expreson de PSA-NCAM en la formacion hipocampa, como mecanismo
compensatorio ante una Situacion de dafio tisular inducido, smilar en mayor o0 menor media a que
pudiera estar aconteciendo en nuestro estudio de estrés cronico (Le Ga-La Salley cols, 1992; Fox
y cols, 2001). Entre dichas evidencias, se ha visto (i) en pacientes epilépticos la existencia de una
expresion de PSA-NCAM incrementada en € giro dentado y en la corteza entorrinal (capa Il)
(Mikkonen y cols, 1999). (ii) y un patrén de inmunoreactividad para PSA-NCAM dterado en €
area CA1 de pacientes con Alzheimer (Mikkonen y cols1998), (iii) mientras que Fox y cols
(2001) han observado en gergos isquémicos unos niveles de PSA-NCAM incrementados en
neuronas'y en células gliades del hipocampo (Fox y cols, 2001).

A continuacién, se indican otros posibles moléculas que, a través de una relacion indirecta
con PSA-NCAM, pudieran estar modulando la plagticidad sindptica en la formacion hipocampal:
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(i) Evidencias indirectas en la literatura parecer otorgar un papel indirecto a determinados

(i)

neurotransmisores (como la serotoning), en la capacidad de remodelamiento sindptico
inducida por PSA-NCAM. Asi, la reinervacion serotoninérgica revierte € decremento
observado en la expresion de PSA-NCAM cuando se induce unalesién en € hipocampo
(Brezun y Daszuta, 2000). Ademés, se ha visto en monos subordinados que € estrés
crénico produce atrofia dendritica en neuronas de CA3, a tiempo que decrece los sitios de
unién a serotonina en € hipocampo (McKittrick y cols, 2000). Estas evidencias podrian
sugerir la existencia de una interrelacion entre la expresion de PSA-NCAM vy dicho

neurotransmisor en la capacidad de remodelamiento estructural en € hipocampo.

Otro estudio, ha puesto de manifiesto una relacion indirecta entre la expresion de
BDNF y de PSA-NCAM en fendbmenos de remodelamiento singptico inducidos en €
hipocampo. En dicho estudio, la administracién de BDNF restaurd la LTP en ratones
transgénicos deficientes para NCAM, y se evidencié la existencia de una via de
sefializacion molecular convergente entre las cascadas moleculares de PSA-NCAM y de
BDNF a nivel de la enzima fosfatidil 3 inositol quinasa (Muller y cols, 2000). Por otro
lado, se ha visto también que ratas sometidas a estrés cronico por inmovilizacion durante
10 dias muestran un incremento en la actividad catalitica del receptor de Trk (receptores
de neurotrofinas) tanto en € giro dentado como en CA1y CA3 (Nibuyay cols, 1999).

Respecto ala expresion de L1, nuestros datos han puesto de manifiesto que e estrés crénico

induce un aumento en los niveles de L1, tendente a la significacion estadistica. Varias evidencias

en la literaura apoyan un papel de L1 como molécula remodeladora. Asi, dado que (i) L1 actla

como un factor antigpoptdtico en cultivos celulares (Chen y cols, 1999), (ii) y € hecho de que la

deaferenciacion dd giro dentado produzca un aumento en la expresién de L1 (Jucker y cols,

1998), parece razonable proponer un papd de L1 como molécula remodeladora, que se induce

ante situaciones que requieren reparacion tisular o un remodelamiento estructural importante.

procesos de formacion de la memoria a largo plazo (Arami y cols, 1996; Wolfer y cols, 1988). A pesar
de que 24 horas después del entrenamiento de lasratas en e CMC a1 mA, se evidencio una expresion
tanto de NCAM como de L1 significativamente incrementada en € hipocampo, y una expresion de PSA -
NCAM decrecida, los experimentos del presente trabgjo no mostraron cambios significativos en la
expresion de NCAM vy de L1, como consecuencia del condicionamiento de miedo. Dado que € papd y

Por otra parte, tal como se ha relatado en la introduccion, L1 desempefia un importante papel en los
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la regulacion de estas moléculas es dependiente de la edad de los animales (Bahr y cols, 1993; Fox y
cols, 1995a; Linnemann y Skarsfelt, 1994; Linnemann y cols, 1985, 1993), una posible explicacion a ta

discrepancia podria radicar en la diferente edad de los animales empleados en esté estudio y en los
estudios anteriores.

5.2.3.2. Amigdala

En la amigdala, nuestros datos han mostrado un efecto significativo debido a estrés tanto
para la expresion de PSA-NCAM como de L1. No existen trabgos en la literatura que nos
permitan establecer los posibles mecanismols que pudieran explicar e descenso observado en la
polisaizacion y en los niveles de L1, aunque indirectamente se podria sugerir la interaccion de
ciertas quinasas en los efectos observados sobre la polisiaizacion. El razonamiento es e siguiente.
Por una parte, parece existir un consenso sobre el papel que desempefian determinadas quinasas en
las memorias de miedo condicionado. Algunos trabgos en la literatura otorgan un papel
importante a la proteina quinasa b en las memorias de miedo condicionado en la amigdala
basolateral, pero también en CA1 y en la neocorteza (Weeber y cols, 2001; Schafe y cols, 1999,
2000). Ademés, se ha vigto que la adminigtracion de inhibidores de la enzima PKC antes del
entrenamiento de las ratas en d CMC disminuye la respuesta de miedo condicionado, cuando son
administrados en € nulcleo basolatera de la amigdala, pero no en € nucleo centra, lo podria
apoyar un posible papel de éstas quinasas en @ condicionamiento del miedo en esta region
(Goosens y cols, 2000). Por otra parte, se ha visto que € estrés es capaz de producir alteraciones
en la actividad de determinadas quinasas (Kim y cols, 2000). Pues bien, Galagher y cols, han
puesto de manifiesto en cultivos celulares (Gallaghaer y cols, 2000) e in vivo (Gagllagher y cols,
2001), que la activacion de la PKC delta inhibe la polisdizacion de NCAM, aunque debemos
reconocer que carecemos de datos para saber s dicha inhibicion acontece en algin nucleo de la
amigdala.

5.2.3.3. Corteza frontal

La corteza frontal desempefia un papel importante en la respuesta neurogquimica d estrés
(Horger y Roth, 1996). En nuestros datos se observo que € “factor estrés’ indujo una disminucion
significativa en la expresion de PSA-NCAM; y ademés, se observo un efecto significativo de la
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interaccion conjunta del “factor estrés™ y del “factor condicionamiento”, tanto parala expresion de

NCAM como de su forma polisiaizada.

Aun cuando, no se observaron cambios significativos en la expresiéon de NCAM para €
“factor estrés’, €l grupo de ratas sometidas a estrés cronico por inmovilizacion mostré un aumento
significativo en la expresion de NCAM vs grupo control no estresado. Existe un trabgjo en la
literatura donde se ha visto que en situaciones de estrés crénico emociona se producen cambios
en lainmunoreactividad de NCAM y de GFAP (Sedyhk y cols, 1999).

Es importante resefiar que la expresion de NCAM potenciada, que se observé en e grupo
sometido a estrés cronico por inmovilizacion esta en contradiccion con la expreson de NCAM
observada en € resto de éreas cerebrales en € grupo sometido a estrés crénico por inmovilizacion,
ya que siempre se ha visto la existencia de unos niveles de NCAM disminuidos en € resto de
regiones para € grupo control no estresado. Por dlo,  aumento observado en los niveles de
NCAM para dicho grupo estresado crénicamente mediante inmovilizacion, es poco consistente
con los datos existentes en la literatura. Asi, Sandi y Loscertales (1999) han demostrado que la
administracion crénica de corticosterona durante 21 dias, induce un descenso en la expresion de
NCAM en la cortezafrontal (Sandi y Loscertales, 1999).

Por otra parte, nuestros datos han puesto de manifiesto que e estrés crénico disminuyoé la
expresion de PSA-NCAM en la corteza frontal. Este decremento en la polisializacion de NCAM
también se ha puesto de manifiesto mediante inmunohistoquimica en la corteza prefronta de
pacientes esquizofrenicos (Ni Dhuill y cols, 1999). Ademés, se sabe que en dicha patologia existe
un aumento en los niveles de NCAM soluble (como consecuencia ddl aumento de la liberacion de
una isoforma soluble de 115 Kda) en d liquido cefaorraquideo de dichos pacientes (Vawter y
cols, 1998, 1999), que podria estar reflegjando un mecanismo de remodelamiento sindptico aterado
(Barbeau, 1995; Vawter 2000).

A continuacion, se indican evidencias que relacionan la expresion de BDNF con la
expresion de CAMs en este érea cerebral. Asi, se havisto en cultivos de neuronas corticales que la
pérdida del &cido polisidlico que porta NCAM conduce a una supervivencia'y a una diferenciacion
reducida de los mismos. Este efecto, es consecuencia de una sefidizacion celular disminuida
debido a unos niveles de BDNF y de &cido polisdico disminuidos Ademés, la adicion exdgena de
BDNF a medio de cultivo revierte € efecto de la pérdida de PSA (Vutskitsy cols, 2001). Por €lo,
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parece razonable proponer a priori una posible relacidn indirecta entre ambas moléculas en la

corteza frontal.

Por otra parte, diversas evidencias sugieren que, ante una situacion de estrés cronico,
podria existir una capacidad de remodelamiento singptica disminuida en la corteza frontal. De
forma interesante, un reciente estudio ha puesto de manifiesto que en motoneuronas de ratones
transgénicos para la enzima Cu-SOD, (enzima que €imina los aniones superéxido), se produce
una pérdida de lainmunoreactividad para PSA-NCAM (Waritay cols, 2001). Por tanto, la elevada
produccion de radicales libres podria inducir un remodelamiento sindptico disminuido (Jorgensen

y cols, 1997), através, entre otros mecanismos, de unos niveles de PSA-NCAM disminuidos.

5.2.3.4. Estriado

Se sabe que € estrés agudo/crénico puede modular la expresién de determinadas
moléculas y de neurotransmisores en esta region. Los resultados obtenidos en nuestro estudio han
mostrado que e “factor estrés’ induce una disminucién significativa tanto en la expresion NCAM
como de su forma polisaizada. También, @ “factor condicionamiento” indujo un efecto
significativo en la expresion de NCAM, que indica que como consecuencia del entrenamiento en
nuestro estudio, disminuyd significativamente la expresiéon de NCAM en dicha regién cerebral.
Asi, 24 horas post-entrenamiento, las ratas que se sometieron a estrés cronico y que se entrenaron
en e CMC revierten (aumentan significativamente) la expresion de NCAM, como consecuencia

del entrenamiento.

De nuevo, no existen trabagjos disponibles en la literatura que nos permitan establecer los
factores que pudieran estar determinando la expresion de moléculas de adhesion celular en esta
region. Por tanto, se indican una serie de evidencias, que de forma indirecta pudieran gercer una
posible accion moduladora sobre la expresion de NCAM o de su forma polisidizada.

Se sabe que d estrés cronico puede modular la actividad de determinados
neurotransmisores en esta region. Asi, la exposicion aonica a frio durante 17 dias (4 °C como
estimulo estresor) (Moore y cols, 2001), es capaz de reducir tanto la actividad esponténea de
neuronas dopaminérgicas, como € nimero de receptores de dopaminay los niveles de dopamina
en € estriado (Isovich y cds, 2000).
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Por otra parte, se observé la existencia de una expresion de L1 significativamente
potenciada para @ “factor estrés’ en nuestro estudio. Evidencias en la literatura, indican la
existencia de una relacion indirecta entre la expresion de L1 y determinados neurotransmisores.
En un reciente estudié con ratones transgénicos deficientes para L1, se ha evidenciado una
distribucién de neuronas dopaminérgicas aterada, que podria sugerir una relacion indirecta entre
la expresion de L1y la dopamina en d estriado. Ademas, en dichos transgénicos, los axones que
proyectan de la sustancia nigra a putamen exhibian un patrén de migracion anormal posiblemente
debido ala deficienciade L1 (Demyanenko y cols, 2001).

No existen estudios en la literatura que permitan determinar s € aumento en la
expresion de L1 congtituye un mecanismo contrarregulador ante una posible pérdida neuronal
inducida en ratas sometidas a estrés crénico especificamente en ésta region. Sin embargo, como ya
hemos mencionado anteriormente, varias evidencias parecen otorgar un papel a L1 como molécula
inductora de remodelamiento sindptico ante Situaciones donde se induce un dafio tisular. En esta
linea, se ha visto que la administracion de L1 a cultivos de células dopaminérgicas deprivadas de
factores de crecimiento, acta como un factor trofico en la sustancia nigra, que mantiene la
supervivencia de los cultivos neuronaes (Hulley y cols, 1998). Ademas, varias evidencias en la
literatura indican que en Situaciones de dafio tisular se induce un aumento en la expresion de L1,
gue actua como molécula reparadora, ya que (i) lesiones corticales frontales producen un aumento
en la expreson de L1 en € edriado dorsomedia, que podria actuar como mecanismo
contrarregulador a dafio neurona inducido (Poltorak y cols, 1993). (ii) Ademas, se ha visto que
lesiones completas producen un incremento en la expresion de L1 en la zona dorsomedia y
ventrolateral del lado lesonado del estriado, mientras que lesiones parciales muestran un
decremento en laexpresion de L1 (Poltorak y cols, 1997).

5.2.3.5. Hipotalamo

Nuestros datos han puesto de manifiesto que tanto la expresion de NCAM como de su
forma polisidizada mostraron un efecto significativo del “factor condicionamiento’, indicativo de
que & entrenamiento en e CMC aumentd la expresion de NCAM y disminuyo la de PSA-NCAM.
También se observéd una disminucion significativa en la expresion de PSA-NCAM para e “factor
estrés’, lo que indica que € estrés crénico disminuye la polisializacion de NCAM en ésta region

cerebral. Tamhién d “factor estrés” induce una tendencia a disminuir los nivees de NCAM
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hipotaldmicos, pero no se acanzo la significacion estadistica. AUn cuando no existen estudios en
la literatura que estudien el efecto del estrés crénico sobre la expresién de moléculas de adhesion
celular en € hipotdamo, existe un trabgjo donde se ha puesto de manifiesto, la existencia de un
decremento en la fucosilacion de glicoproteinas en € hipotdamo de ratas a las que se
administraron pellets de corticosterona (150 mg/Kg) durante 21 dias (Venero y cols, 1996).

Aungue, de nuevo debemos destacar |a ausencia de trabgjos en la literatura que nos
permitan establecer los mecanismo/s que pudieran estar implicado/s en la regulacién de la
expresion de moléculas de adhesion celular en € hipotalamo, se aportan, a continuacién, una serie
de evidencias indirectas, de diversos factores que pudieran influir sobre la expresion de CAMs en
ésta region.

Dado que se sabe que la corticosterona puede potenciar la excitotoxicidad del glutamato
(Moghadam y cols, 1994), y que recientemente se ha atribuido un papel a la activacion de la
enzima NOS, y a los receptores de NMDA en la regulacion de la polisidizacion de NCAM
(Bouzioukh y cols, 2001), parece razonable hipotetizar un posible papel de dichos factores (NOS
y receptores de NMDA) como moduladores de la expresion de CAMs en € hipotélamo.

Existe un trabgjo en la literatura, donde se ha puesto de manifiesto que 2 horas después
de un estrés por inmovilizacién se produce un aumento en la expresion del mRNA de la enzima
NOS -sintasa del éxido nitrico- en el nicleo paraventricular del hipotdamo de ratas vigjas después
de ser sometidas al estresor, mientras que ratas jovenes mostraron un incremento significativo
cuando se sacrificaron 3 horas después del procedimiento inductor de estrés (Calzay cols, 1993).

Ademas, en un reciente estudio se ha visto, aunque con ratas envejecidas (con altos
niveles de corticosterona), la existencia de una actividad iINOS potenciada en € hipotdamo
(Ferrini y cols, 2001). También se ha visto la existencia de una expresion de NCAM disminuida
en ratas envegecidas en @ hipotdlamo (Linnemanny Skarsfel, 1994).

Dado que d estrés crénico aumento la actividad de laiNOS, parece razonable proponer
gue un aumento en la expresion y en la actividad de la enzima iNOS, podria ser una de las vias a
través de las cuales la corticosterona podria gercer sus posibles acciones deletéreas en €
hipotdlamo, como consecuencia de un aumento en la excitotoxicidad mediada por niveles
elevados de glutamato (Moghadam y cols, 1994). Aun cuando no se ha evidenciado una relacién
directa entre la expresion de moléculas de adhesién celular neura y laenzima NOS en € sistema
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neurohipofisario, s se ha demostrado la relacion existente durante € desarrollo en la migracion
celular de guinea pig entre la expresion de PSA-NCAM y NOS (Shariful Idand y cols, 1998). Por
elo, y através de estas evidencias indirectas, se sugiere que quizas un aumento en la actividad
INOS pudiera producir un decremento en la expresion de PSA-NCAM en ratas sometidas a estrés
croénico, como consecuencia del aumento de la excitotoxicidad y en la produccion de radicales
libres, que en ultima instancia inducirian una capacidad de remodelamiento singptico disminuida
(Jorgensen y cols, 1997).
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6. Conclusiones

Los resultados de esta Tesis nos permiten proponer las siguientes conclusiones:

El entrenamiento de ratas adultas jovenes en un modelo de entrenamiento de miedo d
contexto induce un complgo patron de modulacion en la expresion de las moléculas de
adhesion cdular neurd, NCAM, su forma polisdizada, y L1, que depende de distintos
factores, entre los que se encuentran: (i) € area cerebral; (ii) la molécula de adhesion celular
estudiada; (iii) la intensidad de choque e éctrico a la que los animales fueron entrenados; vy (iv)
el tiempo post-entrenamiento (12 o 24 horas) seleccionado parad estudio.

En concreto, en € hipocampo, todos los grupos experimentales muestran una modulacion de
dichas moléculas cuando se evallan 12 horas post-entrenamiento, observandose como
resultados més significativos una reducciéon de la expresion de NCAM en todos los grupos
experimentales y un aumento en la expresién de L1 en los grupos entrenados con las
intensidades de choque e éctrico leve (0,2 mA) y devada (1 mA). La polisidizacion de NCAM
se vio incrementada en € giro dentado en € grupo entrenado con la intensidad de choque
intermedia (0,4 mA), pero disminuyé en d grupo entrenado en la condicion estresante més
elevada.

Dicha reduccion en la polisidizacion de NCAM 12 horas post-entrenamiento es un halazgo
novedoso, pues las evidencias existentes hasta e momento sefidlaban a incremento en la
polisdizacion como mecanismo subyacente a la formacion de la memoria a largo plazo. A
partir de una serie de estudios conductuales en los que se mostro que € entrenamiento en €
condicionamiento del miedo a contexto bajo condiciones dtamente estresantes (1 mA)
interfiere con la consolidacion de la memoria para otro tipo de informacidén previamente
adquirida, se plantea la posibilidad de que un descenso en la expresion de PSA hipocampal
pueda estar jugando un papel en los mecanismos implicados en la formacion de memorias
traumati cas.

Los resultados observados 24 horas post-entrenamiento en € hipocampo, también apoyan la

idea de que @ entrenamiento en & condicionamiento del miedo con la intensdad de choque

més el evada podria congtituir un modelo de memoria.
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traumética. De hecho, dicho entrenamiento indujo un incremento en la expresién de NCAM y
L1, que sugiere la participacion de dichas moléculas en la estabilizacion de sinapsis implicadas en €

mantenimiento de la memoria de miedo.

En lo que respecta a resto de las areas cerebrales, cabe destacar que |os resultados obtenidos
12 horas después del entrenamiento en e aprendizaje estresante leve (0,2 mA), tanto en la
corteza frontal, como en la amigdala, sugieren la posible existencia de procesos de plasticidad
singptica, dada la existencia de un estado de polisidizacion incrementado (en ambas regiones),
y de niveles de NCAM disminuidos en laamigdaa

24 horas después dd entrenamiento, la forma polisializada de NCAM sigue un patron de
expresion hifasico en la corteza prefrontd y en @ hipotdamo, en los diferentes grupos

condicionados.

Los resultados obtenidos en los estudios en los que se inyectd € inhibidor de la sintesis de
corticosterona, metirapona, no apoyan la idea de que la corticosterona liberada durante €
entrenamiento actlle como mediadora de la modulacion de las CAMs inducida por €
entrenamiento, a menos en lo que respecta a las dteraciones en la expresion de CAMs
observadas en @ hipocampo de animales entrenados en € condicionamiento del miedo bgo
condiciones estresantes elevadas (1 mA).

Sin embargo, dichos experimentos refuerzan la idea de que la liberacion de corticosterona por
e entrenamiento facilita los procesos de formacion de memoria a largo plazo, extendiendo
dicha posibilidad ala formacion de memorias trauméticas.

En esta Tes's, hemos replicado datos obtenidos en otros trabgjos, en los que se mostré la
existencia de una correlacion entre los niveles plasméticos de corticosterona liberados como
consecuencia dd entrenamiento en e CMC, y los niveles de miedo condicionado (que
dependen de la intensidad de descarga eléctrica con que se entrenaron los animales en €
CMC).

En lo que respecta a los resultados obtenidos en € estudio de estrés crénico, podemos
concluir que la exposicion a un estrés mantenido de inmovilizacion durante 21 dias (6 horas
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diarias) induce una potenciacion del condicionamiento del miedo a contexto, que se observa

tanto en la fase de entrenamiento, como en la de retencién.

Dicho tratamiento de estrés cronico indujo un descenso en los niveles de NCAM en €
hipocampo, que podria estar implicado en los procesos deletéreos que a nivel sindptico se han
descrito en otros estudios a nivel de dicha estructura. Por € contrario, €l incremento observado
tanto en la polisdizacion de NCAM, como la tendencia de L1 a incrementar sus niveles,
sugieren que dichas moléculas podrian participar en procesos de remodelamiento estructura de
tipo compensatorio ante e dafio neura inducido por € estrés cronico.

El estrés crénico moduld la expresion de CAMs en otras areas cerebrales. De particular
interés por la implicacion de esta &ea en € condicionamiento del miedo, son las ateraciones
en dichas moléculas observadas a nivel de la amigdala, que registré una reduccion tanto en los
niveles de polisializacion, como de L1, como consecuencia de la exposicion cronica al estrés.

El estrés cronico también indujo alteraciones en € contenido de las CAMs en otras regiones
cerebrales, entre las que cabe destacar los descensos observados en la polisializacion de
NCAM en € hipotdamo y € estriado, asi como en € contenido de NCAM en edta Ultima
region cerebral.

En conjunto, los resultados del presente trabgjo apoyan la modulaciéon de las moléculas de
adhesién celular en situaciones de estrés, tanto agudo, como crénico, y sugieren la posibilidad
de que los cambios producidos en dichas moléculas como consecuencia del estrés participen en
los mecanismos neurales implicados en diversas funciones cognitivas. Asimismo, los datos
neuroendocrinos y conductuales de este estudio refuerzan las hipotetizadas acciones de los
glucocorticoides sobre los procesos de formacion de lamemoria.
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Dado que las glicoproteinas denominadas moléculas de adhesion celular neural
(NCAM, su forma polisializada, -PSA-NCAM-, y L1) desempefian un papel importante en la
consolidacion de la memoria, se estudid su expresion en diferentes regiones cerebrales, en ratas
entrenadas en el paradigma conductual del condicionamiento del miedo al contexto, bajo
diferentes niveles de estrés intrinseco (ligado a la tarea de aprendizaje), y a diferentes tiempos

post-entrenamiento (12 y 24 horas).

También se estudiaron los posibles efectos del estrés crénico sobre la expresion de
dichas moléculas de adhesion celular neural en ratas sometidas a inmovilizacion y/o entrenadas

en el condicionamiento del miedo al contexto.

Los resultados obtenidos mostraron una diferencial implicacién de la polisializacion de
NCAM hipocampal en el almacenamiento de informacién relativa a experiencias que implican
diferentes grados de estrés. En conjunto, los resultados mostrados en esta Tesis, apoyan la idea
de una modulacion de las moléculas de adhesion celular en situaciones de estrés, tanto agudo,
como croénico, y sugieren la posibilidad de que los cambios producidos en los niveles de dichas
moléculas como consecuencia del estrés participen en los mecanismos neurales implicados en
diversas funciones cognitivas. Asimismo, los datos neuroendocrinos y conductuales refuerzan
las hipotetizadas acciones de los glucocorticoides sobre los procesos de formacion de la

memoria, incluidas las memorias traumaticas.

Por otro lado, el estrés cronico indujo un descenso de los niveles de NCAM
hipocampales, que podria estar implicado en los procesos deletéreos que a nivel sindptico se han
descrito en otros estudios a nivel de dicha estructura. Por el contrario, incrementd los niveles de
PSA-NCAM vy de L1, moléculas implicadas en el remodelamiento estructural de tipo
compensatorio ante el dafio neural inducido por el estrés cronico. Ademas, el estrés cronico
también indujo alteraciones en el contenido de dichas moléculas de adhesion en otras regiones

cerebrales.
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